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Beitrag zur Tryptophan—Aldehydreaktion. IV. 


Untersuchungen tiber den Einflu8 von Prolin und Proteinen 
auf die Reaktion. 


Von 


Ernst Komm. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie und Ernahrungsforschung 
an Dr. Lahmanns Sanatorium, Dresden-Weiber Hirsch.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. April 1926.) 


Bei den Studien iiber den KinfluB der Zeit auf die Farb- 
stiirke der Tryptophan—Aldehydreaktion (vgl. Beitrag III) wurde 
festgestellt, daB die Reaktion mit freiem Tryptophan einige Tage 
bendtigt, bis das Farbmaximum erreicht ist. Wurde jedoch 
Tryptophan in KiweiBbindung zum Ansatz der Reaktion ver- 
wandt, so trat die Reaktion in den meisten Fallen mit gréBter 
Farbstarke ein. Diese Tatsache lieB zunichst daran denken, 
da8 eventuell eine iihnliche physikalisch-chemische Erscheinung 
vorliegt wie bei den Befunden von Fiirth und Dische’) an 
der Voisenetreaktion. Im Prinzip beobachteten diese Autoren 
fiuBerlich die gleiche Erscheinung und fihrten sie auf die 
Siurekonzentrationsverhiltnisse zuriick. Sie bezeichneten die 
Beobachtung als ,,Wasserfehler“. 

In meiner Art der Ausfiihrung der Tryptophan—Aldehyd- 
reaktion unter Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure war 
das Vorhandensein eines ,,Wasserfehlers“ von vornherein un- 
wahrscheinlich und Versuche in dieser Richtung bestiitigten 
dieses, Weitere Méglichkeiten der Erklirung dieser eigen- 
artigen Beobachtungen habe ich seinerzeit kurz angegeben’); 





1) Fiirth u. Dische, Biochem. Zs. Bd. 146, S. 275 (1924). 
*) E. Komm, Zs. physiol. Chem. Bd. 140, 8. 74 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVI. 11 
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alle diese erwiesen sich als unwahrscheinlich, nachdem es fest- 
zustellen gelang, daB auch bestimmte Eiweifbausteine eine 
gleiche beschleunigende Wirkung auf die Erreichung des 
Farbmaximum der ‘Tryptophan—Aldehydreaktion auszuiiber 
imstande sind. 

Kiner systematischen Durchpriifung méglichst aller Artey 
von bekannten EKiwei8bausteinen auf ihre eventuelle Fiahigkcit, 
auf die Aldehyd—Tryptophanreaktion in der gekennzeichnetey 
Hinsicht einzuwirken, ergab, daB nur den Pyrrolkern enthal- 
tende Verbindungen dieser Stoffklasse dazu imstande sind. 
Prolin, Prolinderivate und diese Aminosiiure enthaltende Poly- 
peptide und Diketopiperazine waren befahigt, eine intensive 
Tryptophan—Aldehydreaktion mit maximaler Farbstirke herbei- 
zufiihren. Bei der Reaktion mit Formol konnten auch weitere 
Stoffe auf diese Fihigkeit gepriift werden; so vor allem Pyrro! 
selbst. In sehr verdiinnter Lisung iibte dieses auch eine 
Wirkung auf die Formolreaktion aus. In stiirkerer Konzen- 
tration stérte es durch Erzeugung einer Nebenfarbung. Bei 
der Reaktion mit Dimethylaminobenzaldehyd konnte eine 
Priifung des Pyrrols nicht erfolgen, da dieser Aldehyd mit 
Pyrrol selbst schon eine Farbreaktion ergibt. Prolin uni 
weitere den Eiweifstoffen angehérende, den Pyrrolkern ent- 
haltende Substanzen ergaben mit Dimethylaminobenzaldehyd 
selbst keine Reaktion. 

Kine Erklirung dieser Kinwirkung von Prolin und seinen 
Derivaten auf die Tryptophan—Aldehydreaktion in der geschil- 
derten Weise kann zurzeit nicht gegeben werden. Es _liel 
sich nur diese 'l'atsache feststellen. Eine schwachoxydative 
Wirkung des Prolins kommt auf Grund aller Versuche hier- 
iiber nicht in Frage. Versuche iiber die Mengenverhaltnisse 
von Prolin und Tryptophan bei der Reaktion nach besonders 
ausgearbeiteten Methoden, die im experimentellen Teil aus- 
fiihrlich beschrieben sind, lieBen keine klaren Beziehungen 
zwischen diesen beiden Aminosiiuren erkennen. Aus diesem 
Grunde kann zuniichst nichts Bestimmtes iiber die Art der 
Beteiligung des Prolins an der Reaktion ausgesagt werden. 
Dagegen lieBen sich in anderer Hinsicht Resultate erzielen. 
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Vor allem konnte der KinfluB des Prolins auf die Tryptophan— 
Aldehydreaktion weitgehend quantitativ verfolgt werden und 
unter bestimmten Voraussetzungen eine Bestimmung des 
Prolins und seiner Abkémmlinge in den Proteinen durch- 
gefiihrt werden. 

Durch ausfiihrliiche Versuche mit bestimmten, im Ver- 
suchsteil genau dargelegten kolorimetrischen Methoden konnte 
festgestellt werden, daB bei einer Anwendung von etwa 0,6 mg 
Tryptophan zu einer ‘T'ryptophan—Aldehydreaktion (die Reak- 
tion wurde in den in der vorangehenden Mitteilung angegebenen 
VolummaBen ausgefiithrt) etwa 4,5 mg Prolin gerade notwendig 
sind, um einen ersten HKinflu8 auf die Reaktionsfarbstairke auszu- 
iiben. Dieser gleiche Wert wurde stets wiedergefunden — 
auch unter abgeiinderten Versuchsbedingungen. Andere Amino- 
siuren stérten die Bestimmung nicht. Gleichgiiltig war es, 
ob d,l-Prolin oder 1-Prolin in Anwendung kam. 

Ks wurden weiterhin Versuche angestellt, um zu ermitteln, 
ob die bei der Reaktion verwandte Menge Tryptophan von 
HinfluB ist auf die Menge des Prolins, welche zur spontanen 
Herbeifiihrung einer Farbverstiirkung der T'ryptophan—Aldehyd- 
reaktion notwendig ist. Allem Anschein nach muf mit zu- 
nehmender ‘T'ryptophankonzentration die Prolinkonzentration 
ebenfalls ansteigen, um jene Kinwirkung auszuiiben. Es be- 
stehen mithin wahrscheinlich bestimmte Reaktionsmengen- 
verhiltnisse, die jedoch auf diesem methodischen Wege nicht 
genau ermittelt werden konnten. 

Ks liegt nnn nahe, die Kinwirkung der Proteine auf die 
Farbstirke der Aldehyd—Tryptophanreaktion, die sich auf 
anderen Wegen sehr schwer erkliren laBt, auf ihren Gehalt 
an Pyrrolkernabkémmlingen zuriickzufiithren — und ich glaube, 
man darf auf Grund aller bisherigen Versuchsergebnisse diese 
Vermutung aussprechen. Ks ergibt sich dann die Méglichkeit, 
diese den Pyrrolkern tragenden Stoffe im Proteinmolekil durch 
Vergleiche mit den Prolinversuchen und unter Bezugnahme 
auf die dabei erhaltenen Werte eventuell in annihernden 
Grenzen ihrer Menge nach zu bestimmen. 


Wegen ihres mangelnden Tryptophangehaltes eignete sich 
pb ae 





164 Ernst Komn, 


zu diesen Versuchen die Gelatine in hervorragendem Mabe. 
und ich benutzte sie daher zu den ersten Untersuchungen in 
dieser Richtung. Als Methodik benutzte ich die gleichen Vev- 
suchsanordnungen wie bei den Prolinversuchen und habe diese 
im Versuchsteil ausfiihrlich beschrieben. 

Ks konnte bei der Gelatine auf Grund einiger Versuchs- 
reihen festgestellt werden, daB im Mittel etwa 3,5 mg dieses 
Proteins notwendig sind, um einen ersten KinfluB auf die 
Farbstirke der Tryptophan—Aldehydreaktion auszuiiben, wenn 
die letztere wie bei den Prolinversuchen mit etwa 0,6 meg 
Tryptophan bereitet war. 

Bei der Verwendung total hydrolysierter Gelatine dagegen 
war iiberraschenderweise eine bei weitem gréBere Menge auf 
das Prolin berechnet notwendig, um die gleiche Wirkung aus- 


zuiiben. Hier muBten — wie es mehrere Versuchsreihen er- 
gaben — im Mittel 17 mg Gelatine in Anwendung kommen, 


um eine erste Wirkung auf die Tryptophan—Aldehydreaktion 
bei einem Ansatz mit 0,6 mg Tryptophan auszuiiben. 

Kiihrt man diese Wirkung der Gelatine allein auf ihren 
Gehalt an Pyrrolkern enthaltende Stoffe zuriick, so kann man 
ihren Gehalt an diesen durch Vergleichen mit den Resultaten 
der Prolinversuche berechnen. Ich habe dieses auf dem fol- 
genden Wege versucht. 4,5 mg Prolin waren notwendig, um 
einen gleichen KinfluB aut die Aldehyd—Tryptophanreaktion 
unter genau den gleichen Versuchsbedingungen auszuiiben wie 
17 mg hydrolysierte Gelatine. Ks entsprechen sich also diese 
Mengen in ihrer Wirkung, d. h. unter den Hydrolysenprodukten 
von 17 mg Gelatine miissen 4,5 mg Aminosiuren mit Pyrrol- 
kern auf Prolin berechnet enthalten sein. Nach unseren 
heutigen Kenntnissen kommen als derartige Aminosiiuren nur 
Prolin und Oxyprolin in Frage. In Prozenten berechnet 
besitzt die Gelatine in hydrolysiertem Zustande mithin einen 
Gehalt von etwa 26°/, an Prolia plus Oxyprolin. Dieser 
Wert stimmt annihernd mit den Befunden von H. D. Dakin’) 
iiberein, der nach der Hydrolyse aus der Gelatine etwa 14,1°/, 


1) H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. Bd. 44, S. 499 (1920). 
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Oxyprolin und 9,5°/, Prolin — zusammen also 24°/, Pyrrol- 
kern enthaltende Aminosiuren isolieren konnte. 

Bei einer gleichen Berechnung fir die nichthydrolysierte 
Gelatine ist es wohl wertlos, die gefundene Menge von 3,5 mg 
in direkte Analogie mit dem Werte fiir das Prolin von 4,5 mg 
zu setzen und wiirde auch — wie die Zahlen zeigen — zu 
keinem Ergebnis fiihren. Hierbei hat es allein einen Zweck, 
nur die Gehaltszahlen fiir den unbesetzten Pyrrolkern zu er- 
rechnen. Dem Prolin vom Mol.-Gew. 115 entspricht ein Pyrrol- 
kern vom Mol.-Gew. 67; es entsprechen also 4,5 mg Prolin = 
26mg Pyrrol. Diese 2,6 mg habe ich in der Wirkung den 
gefundenen 3,5 mg Gelatine gleichgesetzt — unter der An- 
nahme, daB der Pyrrolkern allein hierbei fiir die Wirkung auf 
die Tryptophan—Aldehydreaktion verantwortlich zu machen ist. 
Ks errechnet sich dann fiir das Gelatinemolekil ein Gehalt an 
Pyrrolkernen von etwa 74°/). 

Diese Zahlen gestatten — unter Annahme der Richtig- 
keit ihrer Voraussetzungen — interessante Riickschliisse auf 
die Struktur der Gelatine. Ks mu8 diese dann zu 74°/, 1) aus 
Pyrrolkernen aufgebaut sein. Bei der Hydrolyse werden diese 
Strukturarten zerstért bis auf die bestindigen Pyrrolidinkerne 
des Prolings und Oxyprolins. 

Diese Befunde stehen in gewissem Sinne in gutem Kin- 
klang mit der Hypothese N. Troensegaards”), nach der die 
Proteine hauptsichlich aus heterozyclischen Ringen aufgebaut 
sein sollen, die leicht durch Siéure- bzw. Alkalihydrolyse und 
durch Fermente aufgespalten werden. 

Bevor jedoch die Befunde iiber die Beeinflussung der 
Tryptophan—Aldehydreaktion durch die Gelatine als Beweis 
fiir die Hypothesen Troensegaards iiber die Struktur der 
Proteine anzusehen sind, mu8 bis ins Kinzelne und restlos die 


') Diese Zahlen sind natiirlich nur Annaherungswerte und kénnen 
auf Grund der relativy rohen MeBmethodik keinen Anspruch auf absolute 
Genauigkeit erheben. 

*) N. Troensegaard, Zs. physiol. Chem. Bd. 122, S. 87 (1920); 
Bd. 127, $. 187 (1923); Bd. 142, S. 35 (1925). — Zs. f. angew. Chem. Bd. 38, 
S. 623 (1925). 
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Art der Einwirkung des Prolins und der Proteine auf dic 
Tryptophanreaktion geklart sein. Insbesondere mu weiter 
noch gepriift werden, ob nicht aufer den genannten hetero- 
cyclischen Ringen weitere Faktoren fiir die Wirkung auf die 
Reaktion in Frage kommen. 

In entsprechender Weise wie bei der Gelatine habe ich 
versucht, diese Untersuchungen auch auf andere Kiweibkoérper 
auszudehnen. LEKiner quantitativen Feststellung ihrer Wirkung 
auf die ‘Tryptophan—Aldehydreaktion in nativer Form nach 
der gleichen Methode stand der Kigengehalt dieser Proteine 
an Tryptophan entgegen. Ich begniigte mich daher mit der 
Feststellung, ob die untersuchten Proteine imstande sind, eine 
Aldehydreaktion ihres eigenen Tryptophans mit maximaler 
Farbstirke spontan herbeizufihren. 

Durch Hydrolyse von Proteinen mit konzentrierter Salz- 
siure zerstérte ich das Tryptophan als solches und bestimmte 
dann quantitativ den Einflu8 des Hydrolysates auf die Trypto- 
phan—Aldehydreaktion. Aus den erhaltenen Werten  schlof 
ich unter Beziehung auf die Resultate der Prolinversuche auf 
den Gehalt der Hydrolysenprodukte an Prolin plus Oxyprolin. 
Ich setzte dabei — wie bei den Gelatineversuchen — voraus, 
daB diese beiden Aminosiiuren die alleinigen Faktoren unter 
den Abbauprodukten sind, welche fiir die Wirkung auf die 
Tryptophan—Aldehydreaktion in Frage kommen. 

Als erstes Protein untersuchte ich das Kasein und fand, 
daB es von sich aus imstande ist, eine Aldehydreaktion seines 
eigenen T'ryptophans mit gréfter Farbstiirke spontan herbei- 
zufiihren. Die Methode zur Feststellung dieser Tatsache ist 
im Versuchsteil ausfiihrlich beschrieben. Im Prinzip gestaltet 
sie sich derart, da Tryptophan—Aldehydreaktionen gleicher 
Mengen Kasein einmal fiir sich allein und dann unter Gela- 
tinezusatz auf ihre Farbstirke kolorimetrisch gepriift werden. 
Dabei ergab sich, daB die Gelatine ohne Einflu8 auf die Farb- 
stiirke der Reaktion ist — im Vergleich zu den Proben ohne 
Gelatinezusatz. Diese Feststellung berechtigt zu der vorhin 
genannten Behauptung. 

Von Interesse war hier die Fragestellung, ob durch 
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Fermenthydrolyse abgebautes Kasein in der gleichen Weise 
sich der Tryptophan—Aldehydreaktion gegeniiber verhalt wie 
das native Protein. Ich unterwarf Kasein unter den iiblichen 
Bedingungen einer Verdauung durch Pankreatin und _priifte 
dann die Verdauungsprodukte nach der im Versuchsteil be- 
schriebenen Methodik. Dabei konnte festgestellt werden, dab 
das auf diesem Wege hydrolysierte Kasein nicht mehr imstande 
ist, spontan die gréBte Farbstiirke einer Aldehydreaktion seines 
Tryptophans hervorzubringen. Die Wirkung der proteolyti- 
schen Fermente des Pankreatins miissen mithin Strukturen 
innerhalb des Kaseins gelést haben, welche die Einwirkung 
auf die Tryptophan—Aldehydreaktion des nativen Kaseins be- 
dingten. 

Die Priifung durch Siurehydrolyse vollstandig abgebauten, 
tryptophanfreien Kaseins auf die Fahigkeit, die Tryptophan— 
Aldehydreaktion in ihrer Farbstiirke zu beeinflussen, ergab als 
die geringste Menge hydrolysierten Kaseins 54 mg, die eben 
noch imstande war, einen deutlichen KinfluB auf die Trypto- 
phan—Aldehydreaktion bei einer Verwendung von 0,6 mg 
Tryptophan auszuiiben. Da die Prolinversuche unter den 
gleichen Versuchsbedingungen ausgefiihrt waren, kann man 
diese 54 mg Kasein in ihrer Wirkung 4,5 mg Prolin — dem 
resultierenden Wert jener Versuche — gleichsetzen, und daraus 
dann den prozentualen Gehalt der Kaseinhydrolysenprodukte 
an den Pyrrolkern enthaltenden Aminosiiuren Prolin plus Oxy- 
prolin zu etwa 8,3°/, berechnen. Als Voraussetzung ist natiir- 
lich auch hier wieder die Annahme anzusehen, daB diese 
Aminosiuren unter den Hydrolysenprodukten allein fiir den 
Einflu8 auf die Tryptophan—Aldehydreaktion in Frage kommen. 
K. W. Foreman!) konnte aus den Hydrolysenprodukten des 
Kaseins 7,63 °/, Prolin und 0,23°/, Oxyprolin isolieren — zu- 
sammen also 7,86°/, Aminosiuren mit Pyrrolkern. Dieser 
Wert stimmt mit dem von mir ermittelten itiberein. 

In der gleichen Weise habe ich dann weiterhin gepriift 
die Proteine: Keratin, Blutalbumin und KiweiBalbumin. Von 


4) F. W. Foreman, Biochem. Journ. Bd. 13, 8. 378 (1919). 
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diesen war das Blutalbumin nicht imstande, eine Aldehyd- 
reaktion seines Tryptophans mit gréBter Farbstirke kurze Zeit 
nach dem Reaktionsansatz hervorzubringen. Keratin und Ki- 
weiBalbumin erwiesen sich beide als dazu betahigt. 

Durch Hydrolyse mit konzentrierter Salzsiure baute ich 
die drei KiweiBkérper bis zu den Bausteinen ab. Die trypto- 
phanfreien Hydrolysenprodukte benutzte ich dann nach einer 
im experimentellen T'eil beschriebenen Methodik zur Priifung 
ihres Einflusses auf die Tryptophan—Aldehydreaktion. 

Von dem hydrolysierten Keratin waren 20,4 mg ndtig, 
um einen ersten KinfluB auf die Tryptophan—Aldehydreaktion 
bei einer Verwendung von 0,6 mg auszuiiben. Setzt man die 
Wirkung dieser Substanzmenge der von 4,5 mg Prolin gleich, 
so errechnet sich — unter den bereits mehrfach genannten Vor- 
aussetzungen — fiir die Hydrolysenprodukte des Keratins ein 
Gehalt von etwa 22°/, Pyrrolkern enthaltenden Bausteinen 
auf Prolin berechnet. Bei den Blutalbuminhydrolysenprodukten 
betrug die Menge 27 mg auf natives Albumin berechnet, die 
die erste gleiche Wirkung auf die ‘Tryptophan—Aldehydreaktion 
besaB. Es errechnet sich daraus bei einer Gleichsetzung mit 
den Resultaten der Versuche mit Prolin ein Gehalt von etwa 
17°/, an Pyrrolkern tragenden Verbindungen unter den Hydro- 
lysenprodukten. 

Die entsprechenden Zahlenwerte des Ovalbumins betrugen: 
etwa 33,8 mg hydrolysiertes Protein waren zu einer ersten 
Kinwirkung auf die Tryptophan—Aldehydreaktion bei einem 
Ansatz mit 0,6 mg Tryptophan nétig. Huieraus errechnet sich 
unter Beziehung auf die Resultate der Prolinversuche fiir das 
hydrolysierte EiweiBalbumin ein Gehalt von 13,2°/, pyrrol- 
kernenthaltender Bestandteile (auf Prolin berechnet). 

Fiir diese Proteine liegen meines Wissens keine neueren 
Untersuchungen iiber ihren Prolin- und Oxyprolingehalt vor. 
Ks war mir daher nicht méglich, bei diesen meine Werte zu 
vergleichen. 

Bei der quantitativen Tryptophanbestimmung nach der in 
der folgenden Mitteilung beschriebenen Methode konnte weiter- 
hin fiir einige Proteine noch festgestellt werden, ob sie im- 
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stande sind, die Aldehydreaktion ihres eigenen Tryptophans ea 
mit gréBter Farbstarke in kurzer Zeit herbeizufiihren. Es 4 


erwiesen sich als hierzu befihigt: Albumin aus Eigelb, Ge- 
samteiereiweiB, Vitellin aus Eigelb und ein Pflanzentibrin- 


priparat. Als nicht imstande, die Reaktion mit maximaler 

Harbstiirke spontan herbeizufiihren, zeigten sich Blutglobulin, Me 

Blutfibrin und das krystallisierte EiweiB aus dem Milchsaft ‘ 

von Antiaris toxicaria. a 
Diese beschriebenen Ergebnisse der EKinwirkung von Pro- et 


teinen auf die T'ryptophan—Aldehydreaktion habe ich zu einer 
besseren Ubersicht in der nachfolgenden Tabelle zusammen- 


ie 
gestellt. Die in der zweiten und dritten Spalte enthaltenen 4 
Zahlen kénnen nur den Charakter von Anniiherungswerten be- Bs 
anspruchen. Sie bauen sich auf der Voraussetzung auf, dab B 
den Pyrrolkernen allein im EKiweif und unter den Eiweib- 4 
abbauprodukten die Wirkung auf die Tryptophan—Aldehyd- % 


reaktion zuzuschreiben ist. 5 
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tion seines 
Tryptophans: 


befahigt 


9) 


Pi 
? 


nicht befihigt 


%? PP, 


” 39 
befihigt 
{nicht befihigt 





Das native Protein ent- 
hielt Pyrrolkernverbindun- 


gen auf Pyrrol berechnet 





sierte Protein 
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(Prolin + 
Oxyprolin) 
auf Prolin 
berechnet 
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Aus der Tabelle ist zu entnehmen, daB alle aus Blut 
hergestellten KiweiBpraparate eigenartigerweise nicht befihigt 
sind, in der gekennzeichneten Art auf die Tryptophan—Aldehyd- 
reaktion einzuwirken. Kine Erklirung hierfiir kann zurzeit 
nicht gegeben werden. Weitere Proteine nach der gleichen 
Methodik zu prifen, habe ich mir vorgenommen und bin zur- 
zeit bereits damit beschiftigt. 


Experimenteller Teil. 

Wie bereits bei der Beschreibung der Formol- und Di- 
methylaminobenzaldehyd—Tryptophanreaktion angegeben _ ist, 
besitzt die Aminopyrrolidincarbonsaiure die Eigenschaft, auf 
die Herbeifiihrung des maximalen Ausfalls der Farbreaktion 
beschleunigend einzuwirken. Alle Derivate dieser Aminosiure, 
ferner alle sie als Baustein enthaltende Verbindungen und 
Proteine besitzen die gleiche EKigenschaft. Es soll nun zu- 
nichst dieser EinfluB des Prolins auf die T'ryptophanreaktion 
niher gepriift werden und dabei versucht werden festzustellen, 
ob bestimmte quantitative Beziehungen zwischen der zur Re- 
aktion verwandten Menge Tryptophan und Prolin bestehen. 
Dann werden einige Proteine in der gleichen Richtung unter- 
sucht; vor allem die Gelatine. In hydrolysiertem und native 
Zustand kommen die Proteine zur Priifung, ob sie eine be- 
schleunigende Wirkung auf die MHerbeifiihrung des Farb- 
maximums der Tryptophan—Aldehydreaktion ausiiben oder nicht. 

Als Aldehyd wurde zu den nachfolgenden Versuchen vor- 
nehmlich Dimethylaminobenzaldehyd verwandt. Formaldehyd 
kam in vielen Versuchsreihen ebenfalls zur Anwendung. Da 
die mit Formol erzielten Resultate im wesentlichen die gleichen 
waren wie bei dem ersten Aldehyd, so werden sie aus Griinden 
der Raumersparnis nur in sehr wenigen Fallen mit angefiibrt 
werden, 


I. Der Einflu8 von Prolin auf die Tryptophan—Aldehydreaktion. 


Das zu den nachfolgenden Versuchen verwandte Prolin 
war teils racemisches, teils optisch-links aktives Prolin, welches 
aus den Hydrolysenprodukten der Gelatine isoliert wurde. 
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In der vorangehenden Mitteilung war bereits ausfiihrlich 
die qualitative Kinwirkung des Prolins auf die Tryptophan— 
Aldehydreaktion beschrieben worden. Es interessierte mich 
nun festzustellen, ob und in welcher Art eventuell quantitativ 
eine Kinwirkung auf die Reaktion stattfindet. Hierzu stellte 
ich die nachfolgend wiedergegebenen Versuchsreihen an. 

Versuchsreihe 1. Zu je 2 ccm einer Tryptophanlésung 
(30 mg Tryptophan in 100 ccm Wasser) fiigte ich hinzu: je 
2 ccm einer 0,25°/,igen Dimethylaminobenzaldehydlésung in 
10°/,iger Salzsiiure und 


1. 6eem 10°), ige Salzsiure 


1O°S 


2. 5 ccm in + 1 cem 1°/,ige Prolin- 
3. 3 ecem - + 3 cem | lésung in 
4. 0 cem - + 6 cem 10°/,iger Salzsiure. 


Die einzelnen Proben wurden darauf mit je 10 ccm kon- 
zentrierter Schwefelsiiure unterschichtet; die Farbreaktion trat 
beim Umschwenken ein. Die Reaktionsversuche kamen dann 
zum Vergleich im Colorimeter. Als Vergleichsstandard diente 
eine mehrere Tage alte Dimethylaminobenzaldehyd—Tryptophan- 
reaktion, die wie Probe 1 bereitet war und deren Farbstiirke 


maximal war. 
Colorimeter.') 




















aocit nach | Standard 2 3 4 
10 Minuten 10,00 21,86 19,46 16,76 16,€3 
3, 10,00 16,73 14,70 12,18 11,53 
4 Stunden 10,00 16,30 13,60 12,07 10,50 
6), .. 10,00 13,56 12,26 11,83 10,73 
a 10,00 10,16 10,10 10,56 10,10 


Aus der Versuchsreihe ist zu entnehmen, da bei der 
geringsten Prolinkonzentration bereits eine deutliche Kinwir- 
kung auf den Ausfall der Farbstirke erkennbar ist, wihrend 
die Prolinkonzentration von Versuch 4 nicht ausreichte, um 


) Die in den Spalten angefiihrten Zahlen sind Mittelwerte aus 
5 Ablesungen der Colorimeterskala. Im Vergleich zur festen Standard- 
einstellung (in diesem Beispiel bei 10,00) wurde im Mittel die Einstellung 
der Versuchsprobe gefunden. 
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sofort einen maximalen Ausfall der Reaktionsfarbstirke herbei- 
zufiihren. 

Es gibt zwei Méglichkeiten, um bei der vorliegenden Ver- 
suchsanordnung dieser colorimetrischen Vergleiche zu Resultaten 
zu gelangen, die tiber die quantitativen Beziehungen der Re- 
aktionsverhiltnisse aussagen. Einmal kann die geringste Menge 
an Prolin ermittelt werden, die gerade noch einen EinfluB in 
der mehrfach gekennzeichneten Richtung auf die Aldehyd- 
Tryptophanreaktion ausiibt und ferner kann die Prolinkonzen- 
tration festgestellt werden, bei der sofort die Reaktion mit 
maximaler Farbstiarke eintritt. Nach allen bisherigen Erfah- 
rungen iiber den sofortigen Eintritt der maximalen Farbreaktion 
ist zu sagen, daB dieses Kriterium keine geniigende Sicherheit 
fiir quantitative Studien gewihrleistet. Auch standen mir zu 
den Versuchen nur geringe Mengen Prolin zur Verfiigung. So 
sprach mithin vieles dafiir, die geringste Menge Prolin fest- 
zustellen, die unter jeweils bestimmten Bedingungen gerade 
noch auf die Tryptophan-Aldehydreaktion ganz kurze Zeit nach 
dem Ansetzen einwirkt und die dabei erhaltenen Resultate zu 
den angefiihrten Vergleichszwecken zu benutzen. Zur Ermitt- 
lung dieser Prolinkonzentration stellte ich die nachfolgenden 
Versuchsreihen an. 


Versuchsreihe 2. Je 2 ccm einer ‘T'ryptophanlésung 
(830 mg Tryptophan in 100 ccm Wasser) setzte ich je 2 ccm 
einer salzsauren 0,25°/,igen Dimethylaminobenzaldehydlésung 
hinzu und ferner 


1. 6 cem 10°/,iger Salzsiure 

2. 5 ecm i. + 1 ecm 0,1°/,ige 1-Prolin- 
3. 3 ccm » + 3 ecm lésung in 

4. 0 cem ¥ + 6 ccm 10°/,iger Salzsiiure. 


Die Versuchsproben wurden mit je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure versetzt. Die Proben kamen im Dubosqcolori- 
meter zum Vergleich. Als Standardlésung diente dazu eine 
mehrere Tage alte Dimethylaminobenzaldehyd -—Tryptophan- 
reaktion von maximaler Farbstirke. 

Die Versuchsreihe zeigt, da8B die Prolinkonzentration der 
Versuche 2 und 3 noch keinerlei Kinwirkung auf die Farb- 
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stirke der Reaktion ganz kurze Zeit nach dem Ansetzen der 
letzteren ausiibt. Erst bei Probe 4 ist ein Ejinflu8 colori- 
metrisch deutlich festzustellen. Fiir eine genauere Feststellung 
der Kinwirkungskonzentration des Prolins setzte ich weitere 
Versuchsreihen an mit Prolinkonzentrationen engerer Grenzen. 




















Colorimeter. 

Zeitnach dem on 1 9 3 4 

Ansetzen 

15 Minuten 10,00 20,00 19,50 19,90 17,80 
45 gy 10,00 19,32 17,60 16,52 16,60 
21/, Stunden 10,00 16,40 15,93 15,83 15,95 
18 ‘ 10,00 13,00 12,90 12,93 12,90 
25 e 10,00 11,60 11,26 11,25 11,60 


Versuchsreihe 3. Zu je 2 cem einer T'ryptophanlésung 
30 mg Tryptophan in 100 ccm Wasser) fiigte ich je 2 ccm 
einer salzsauren 0,25°/,igen Dimethylaminobenzaldehydlésung 
hinzu und auBerdem: 


1. 6 cem 10°/,ige Salzsiure 


2. 5 eem - + 1eem 0,1°/,iger 1-Prolinlsg. in 10°/,iger HCl 
3. 4 ecm " +- 2 eem " 

4. 3 ecm » + 3ecm : 

do. 2,5 cem - + 3,5 ecm 9 

6. 2 cem " + 4cem 

7. 1,5 cem - + 4,6 ecm 

8. 1 eem “ + 5cem 9 

9. 0.5 eem “ + 5,5 ccm 9 

10. 0 cem - + 6eccm 


Die Proben wurden mit je 10 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure unterschichtet und nach dem allmihlichen Verteilen der 
letzteren iiber die Gesamtfliissigkeit entstand die Farbreaktion. 
Die Versuche verglich ich dann im Colorimeter unter Zuhilfe- 
nahme einer mehrere Tage alten Dimethylaminobenzaldehyd— 
Tryptophanreaktion von maximaler Farbstirke als Standard. 

In der Versuchsreihe ist eine erste deutliche Kinwirkung 
des Prolins bei dem Versuch 7 kurze Zeit nach dem Ansetzen 
Wahrzunehmen. Bei diesem Versuch sind 4,5 ccm einer 
0,1°/,igen Prolinlésung verwandt worden, also mithin 4,5 mg 


Ss Ee: my ie 


— “ is oo see , ” 
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ese ea rene Fer ign cage a ig Rain tat 


Ro eae as 
1 Sg Oat ne 
oem i ast ee oF, 


nthe 


: Ae Bees, 
ae 


Ry: +S, = Py 
ye A ae 


ag i ei 











174 Ernst Komm, 


Prolin. Es scheinen demnach bei den verwandten Reaktions- 
bedingungen 4,5 mg Prolin notwendig zu sein, um wenige 
Minuten nach dem Ansetzen der Reaktion auf die Farbstiirke 
der letzteren einzuwirken. 


Colorimeter. 





Zeit n, d. | Stan- 
Ansetzenj dard 


1 2 3 4 D 6 7 8 9 10 


15 Min.} 8,00] 17,32] 17,08117,25| 17,40] 17,34117,04]15,55}15,02]15,10]14,40 
45 ,, | 8,00] 16,55] 16,42] 16,49] 16,92] 16,50]16,43]15,06]15,01]15,00]14,02 
16 Stdn.J 10,00] 12,70] 12,68] 12,70] 13,30] 12,71 112,65]12,00/12,32]12,04112,02 
24 ,, |10,00]12,10]12,05] 12,10]12,16 | 12,09]12,05]12,01112,10]12,04]12,05 



































Versuchsreihe 4. Kine weitere Versuchsreihe wurde 
zur Krmittlung jener Prolinmenge angestellt, welche befihigt 
ist, die Reaktionsfarbstirke zu beeinflussen. Zum Ansatz dieser 
Versuche bereitete ich neue ‘Tryptophan- und Prolinlésungen 
anderer Konzentration. Das Prolin hierzu war racemisches. 

Je 2 ccm einer waBrigen Tryptophanlésung (35 mg Tryp- 
tophan in 100 com Wasser) wurden mit je 2 ccm einer ver 
diinnten, salzsauren 0,25°/,igen Dimethylaminobenzaldehyd- 
lésung versetzt und ferner mit 


1. 6 cem 10°/,iger Salzsiure 


2. 5,5:eom o + 0,5 com d,l-Prolinlésung (0,225 g in 
100 ecm 10°/,iger Salzsiure)’) 
3. 5 eem ‘. +1 eem » 
4. 4.5 eem - + 1,5 cem ” 
5. 4,0 cem ys +2 ccm se 
6. 3,5 cem 9 + 2,5 cem " 
7. 3,0 eem ™ +3 ccm 99 
8. 2,5 cem - + 3,5 ccm - 
9. 2,0 cem $s +4 ccm i“ 
10. 1,5 eem 9 + 4,5 ecm ‘s 
11. 1,0 eem - +5 ecm ‘ 
12. 0,5 eem 3 + 5,5 ecm “ 
13. 0,0 eem “ +6 cem - 





') Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab: 10 cem Prolin- 
lésung verbrauchen 1,94 cem n/10-SO; das entspricht 2,72 mg N. In 
100 cem sind 27,2 mg N = 0,2234 g Prolin. 
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Die Versuchsproben wurden mit je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure versetzt und kamen zum colorimetrischen Ver- 
gleich. Als Standard diente eine mehrere Tage alte Dimethyl- 
aminobenzaldehyd—'T'ryptophanreaktion von maximaler Farb- 
stiirke. 





























Colorimeter. 

Zeit n. d. | standard} 1 2 3 4 5 6 
Ansetzen 

15 Minuten 10,0 27,2 27,5 27,8 ! 27,3 25,6 24,8 
30 =O, 10,0 27,0 | 258 | 26,5 | 25,9 | 244 | 23,6 
5 Stunden} 10,0 17,9 | 17,2 | 17,3 | 17,3 | 16,9 | 16,5 
10,0 13,5 | 13,4 | 130 | 13,1 | 13,5 | 13,1 
Zeit n. d- | Standard] 7 s 9 10 11 i2 13 
Ansetzen 

i) Minuten} 10,0 21,5 | 21,6] 21,4] 19,5 | 19,9 | 21,0] 19,8 
a 10,0 20,6 | 20,4] 208 | 18,6 | 20,0 | 20,1 | 19,5 
5 Stunden 10,0 15,0 | 16,0 | 16,0 } 15,8 | 15,5 | 15,0 | 15,0 
4 Cy, 10,0 13,5 | 13,2 | 13,4] 13,1 | 13,2 | 13,6 | 13,5 


























Die vorstehende Versuchsreihe zeigt eine erste deutlich 
erkennbare Einwirkung des Prolins in dem Versuch 5. Fiir 
diese Versuchsreihe kamen 2 ccm einer 0,225°/,igen Prolin- 
ldsung in Anwendung. Das entspricht mithin einer Menge von 
4,5 mg Prolin. Diese ermittelte Prolinmenge stimmt mit dem 
Wert der vorigen Versuchsreihe iiberein ') — obwohl die an- 
gewandte T'ryptophanmenge um ein geringes héher war. Die 
Versuchsreihe ergibt weiterhin, daB es ohne Kinflu8 ist, ob 
racemisches oder optisch aktives Prolin zur Reaktion gelangt. 
In den Versuchsreihen 1—3 kam 1-Prolin und in der letzten 
Reihe Nr. 4 kam d,l-Prolin in Anwendung. Die Resultate sind 
ie gleichen. 





‘) Die absolute Ubereinstimmung der Zahlen erklirt sich aus den 
Wertgrenzen, die bei der Versuchsanordnung in Anwendung kamen, 
In Wirklichkeit werden sicher kleine Abweichungen yorhanden sein. 
Kine noch genauere Festlegung der Prolinmenge kommt jedoch fiir die 
Vorliegenden Zwecke nicht in Frage. 
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Ks interessierte nun festzustellen, ob die Tryptophan- 
menge von Hinflu8 ist auf die Menge des Prolins, welche zur 
spontanen Herbeifiihrung einer geringen Farbverstiirkung not- 
wendig ist. Zur Klirung dieser Frage setzte ich die folgende 
Versuchsreihe an. 

Versuchsreihe 5. Je 2 ccm einer 0,25°/ igen Dimethy]- 
aminobenzaldehydlésung in 10°/,iger Salzsiure wurden wie folgt 
versetzt mit 
1. 2cem Tryptophanlsg. (30 mg in 100 cem) + 11 cem 10°/,iger HCl 


2. 4 ecm * + Teem 10°/,iger HCl 

3. 6 ccm ‘i “- 3 ecm - 

4, 2 ecm m + 10 ecm - + 1 cem | 1°/,ige Prolin- 
5. 4 eem - + 6 ccm s + 1cem }lsg. in 10°.- 
6. 6 ccm - + 2ccm % + 1 ccm J iger Salzsiiure 


Die Versuchsproben wurden mit je 15 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure versetzt und nach dem Eintreten der Reaktion 
im Colorimeter verglichen. Als Standardlésung diente dabei 
die Versuchsprobe Nr. 1. 


Colorimeter. 








Zeit n. d. | Standard 


Ansetzen | 1 2 3 4 5 6 
20 Minuten] 25,00 12,50 8,38 22,12 11,05 | 7,82 
0 ~ 25,00 12,50 | 8,30 21,80 11,01 | 7,86 


Mittelwert | 25,00 12,50 | 8,34 21,96 | 11,02 | 7,84 





inci 25,00 | 12,50 | 8,38 21,96 | 10,98 | 7,32 | 
Verhiltnis 3,0: 1,50:}| 0,99 || 3,0: 1,50: | 1,07 
Nach der vorstehend aufgefiihrten Versuchsreihe scheint 
ein Kinflu& zu bestehen zwischen der angewandten Tryptophan- 
und Prolinmenge. Die Farbintensitit des letzten Versuches 6 — 
ist nicht so stark eingetreten wie bei den beiden voranstehen- 
den Versuchsproben. Wiahrend bei 4 und 5 die notwendige 
Prolinmenge zur Herbeifiihrung einer spontanen Beschleu- 
nigung der Reaktionsintensitiit auf Grund der Feststellung in 
den vorigen Versuchsreihen und berechnet auf die stets an- 
gewandte Tryptophanmenge vorhanden war, so ist dieses bel 
6 nicht mehr der Fall. In den voranstehend aufgefiihrten 
Versuchsreihen kamen auf etwa 0,6 mg Tryptophan 4,5 mg 
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Prolin, welche einen wahrnehmbaren EinfluB ausiibten. In 
der letzten Versuchsreihe kamen je 10 mg Prolin, auf Ver- 
such 4 0,54 mg, Versuch 5 1,08 mg, Versuch 6 1,62 mg Trypto- 
phan, es waren mithin etwa 3/, der Prolinmenge in Versuch 6 
zu wenig angewandt in bezug auf die Tryptophanmenge. 

Um zu ermitteln, ob die Anwesenheit anderer Aminosdiuren 
eyentuell von Einflu8 auf die vorstehend mitgeteilte Art der 
Kinwirkung von Prolin auf die Tryptophan—Aldehydreaktion 
ist, stellte ich die nachfolgend beschriebene Versuchsreihe an. 
Die Untersuchung dieses bezeichneten Umstandes ist von 
Wichtigkeit fiir die Ubertragung der erhaltenen Resultate auf 
die spiiter zu beschreibenden Untersuchungen an Proteinen. 

Versuchsreihe 6. Zu je 2 ccm einer T'ryptophanlésung 
(30 mg in 100 com Wasser) fiigte ich je 2 ccm einer salzsauren 
0,25°/,igen Dimethylaminobenzaldehydlésung hinzu und ferner: 
1. 6 ecem 10°/,ige Salzsiiure 





2,5 ecm i +1 ecm , einer Prolinlésung, die in 
3. 4,5 cem “ + 1,5cem | 100 cem 0,225 g d,l-Prolin 
4. 4 cem ” +2 ecem | und die Aminosiuren: Gly- 
5. 3,5 cem ‘ + 2,5eem ; kokoll, Alanin, Glutamin- 
6. 3 cem 7 + 3 eem } sdure, Leucin, Tyrosin, Histi- 
7. 2,5 eem " + 3,5eem | din in Mengen enthalt, wie 
8. 2,0 ecm ie + 4 eem | sie durchschnittlich bei Pro- 
9 1,0 ecm + + 5 eem | teinhydrolysen erhalten wer- 
10. 0 eem ‘s +6 ecm den kénnen. 


Die Versuchsproben wurden mit je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure unterschichtet und nach dem Verteilen der 
Schwefelsiiure auf das Gesamtfliissigkeitsvolumen trat die Farb- 
reaktion ein. Die Versuche gelangten dann zum Vergleich 
im Colorimeter. Als Standardlisung diente eine mehrere 
Tage alte Dimethylaminobenzaldehyd — Tryptophanreaktion, 
welche die maximale Farbstiirke erreicht hatte. 





Colorineter. 


Zeit n. d. |Stan- 


Ansetzen | dard ] 2 3 4 5 6 q 8 8 10 


15 Min. {10,00 24,4 | 25,0 | 25,0 | 23,8 | 22,4 | 21,6 | 20,8 | 20,3 | 18,6 | 18,7 
4 Stdn. |10,00] 19,6 | 19,8 | 20,5 | 18,0 | 17,8 | 16,0] 16,0 | 16,3 | 15,6 | 15,9 
24 Cis, 10,00} 12,8 | 12,5 | 12,7 | 12,2 | 12,1 | 12,5 | 12,2 | 12,0 | 12,1 | 12,0 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVI. 12 
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In der vorstehend aufgefiithrten Versuchsreihe ist eine Kin- 
wirkung der Prolinmenge auf die Dimethylaminobenzaldehyd-— 
Tryptophanreaktion bei Versuch 4 zuerst im colorimetrischen 
Vergleich erkennbar. Die zugesetzte Prolinmenge betrug in 
jener Versuchsprobe: 2 ccm einer 0,225°/,igen Liésung, das 
entspricht 4,5 mg Prolin. Der Wert stimmt mit den in den 
analog angesetzten Versuchsreihen 3 und 4 erhaltenen Re- 
sultaten gut iiberein. Mithin ist die Gegenwart von anderen 
Aminosiuren auf die Reaktionsbeeinflussung des Prolins ohne 
jede Einwirkung. Weitere Versuche in gleicher Richtung mit 
anderen Aminosiiuren — als den oben autgefiihrten — er- 
gaben das gleiche Resultat. 

Kurz zusammengefaBt ist das Ergebnis der vorstehenden 
Versuchsreihen das folgende: geringe Mengen Prolin wirken 
im Sinne einer beschleunigten Herbeifiihrung der gréBten Farb- 
stirke auf die Aldehyd—Tryptophanreaktion ein. Bei einer 
'T'ryptophankonzentration jeder Versuchsprobe von etwa 0,6 mg 
waren als unterste Grenze etwa 4,5 mg Prolin vonnéten, um 
spontan eine Erhéhung der Farbstirke der Dimethylamino- 
benzaldehyd—Tryptophanreaktion herbeizufiihren. Die Gegen- 
wart anderer Aiminosiuren wirkte nicht stérend auf diese 
Verhiltnisse ein. Mit zunehmender Tryptophankonzentration 
mu allem Anschein nach die Prolinkonzentration ebenfalls 
ansteigen, um zu einer Erhéhung der Reaktionsfarbstiirke inner- 
halb kurzer Zeit (15 Minuten) zu gelangen. Es bestehen mit- 
hin wahrscheinlich bestimmte Reaktionsmengenverhiltnisse, die 
jedoch mit der relativ groben Versuchsmethodik nicht genau 
ermittelt werden konnten. 


II. Der Einflu8 von Proteinen auf die Tryptophan—Aldehyd- 
reaktion. 


Wie es bereits bei der Beschreibung’) der Tryptophan— 
Aldehydreaktionen qualitativ genau gezeigt werden konnte, 


wirken die Proteine, in Sonderheit die Gelatiue in gleicher 


Weise wie das Prolin auf diese Reaktionen ein durch eine 
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beschleunigte Herbeifiihrung der gréBten Farbstiirke. Hier nun 
soll festgestellt werden, ob auch dabei quantitative Beziehungen 
zwischen Proteinmenge und Tryptophanmenge bestehen. Ferner 
liegt der Gedanke nahe, zu versuchen, ob durch Vergleiche 
mit den Prolinversuchen und unter Beziehung auf die dort er- 
haltenen Werte eventuell eine quantitative Bestimmung des 
Prolins in den Proteinen auf diesem Wege miéglich wire. 

Als Proteine wurden hauptsiichlich die Gelatine, ferner 
Casein und einige andere EKiweiBkérper untersucht, welche zum 
Teil selbst dargestellt waren. Die Gelatine eignete sich zu 
den nachfolgenden Versuchen besonders gut, da sie kein 
Tryptophan — wenigstens mit diesen Reaktionen keine nach- 
weisbaren Mengen dieser Aminosiure — enthalt. 

Die Versuchsreihen wurden wiederum vornehmlich mit 
der Dimethylaminobenzaldehyd —'T'ryptophanreaktion durch- 
gefiihrt. Die Reaktion mit Formaldehyd zog ich nur mehr zu 
vergleichenden Versuchen heran. Da die Resultate beider 
Reaktionen eine weitgehende Ubereinstimmung aufweisen, sah 
ich meist von der Wiedergabe der Werte der Formaldehyd- 
reaktion ab. 

1. Versuche mit Gelatine. 

Zu den Untersuchungen wurde reinste Gelatine verwandt, 
welche durch viele Proben als tryptophanfrei erwiesen war. 

Versuchsreihe 1. Um den EinfluB der Gelatine auf 
die Aldehyd—Tryptophanreaktion quantitativ zu verfolgen, setzte 
ich die folgenden Versuche an. Zu je 2 ccm einer Tryptophan- 
lisung (30 mg Tr. in 100 ccm Wasser) setzte ich je 2 com 
einer salzsauren 0,25°/,igen Dimethylaminobenzaldehydlésung 
hinzu und weiterhin: 

1. 6 ecem 10°/,iger HCl 


9 
3 f ne : r “i oe | 0,1 “Tlie See in 
4. 2,0 ecm ‘s +4 ccm | 10°/,iger HU 

2 5 ecem - +1 ccm 

6. 3 cem - +3 ecm {| 1°/,ige Gelatinelésung in 
7, 2 eem - +4 ecm 10°/,iger HCl 

8. 1 ecm a +5 ccm 

9. 4 eem _ +2 ecm 5°/,ige Gelatinelésung in 
10. 2 eem - +4 cem 10°/,iger HCl 


12* 





* a) 
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Die einzelnen Versuchsproben wurden mit je 10 ccm kon- 
zentrierter Schwefelsiure versetzt und nach dem Eintreten der 
Farbreaktion im Dubosq-Colorimeter verglichen. Als Standard 
diente eine mehrere Tage alte Dimethylaminobenzaldehyd- 
Tryptophanreaktion, die wie Versuchsprobe 1 bereitet war und 
maximale Farbstirke besa. 


Colorimeter. 





Zeit n. d. Stan- 
Ansetzen |dard| ! : 3 4 o 6 7 8 9 | 10 








15 Min. |10,00]16,65]16,70] 16,82] 15,70]15,00]12,50]10,20]10,90]10,16] 10,02 
45 ,, |10,00]16,60]16,72]16,55]14,16]14,10]12,00]10,18]10,91] 10,15] 10,03 
21/, Stdn. | 10,00]13,23]13,06]13,75]12,60]12,60]11,06]10,24]10,65]10,20]10,27 
24 ,, | 15,00]15,03]15,12]15,00]14,90]15,06]14,92]15,30]16,01]15,20]15,06 
Kin erster Kinflu8 der Gelatine auf die Farbstiirke der 
Reaktion ist in der vorstehenden Versuchsreihe bei Versuch 4 
deutlich erkennbar. In dieser Versuchsreihe waren 4 ccm 
0,1°/,iger Gelatinelésung enthalten. Zur genaueren Fest- 
setzung der Kinwirkungsgrenzen fiihrte ich eine weitere Ver- 
suchsreihe durch, in der ich die Gelatinekonzentrationen im 
Bereiche des vorhin genannten Wertes hielt. 
Versuchsreihe 2. Je 2 ccm einer Tryptophanlisung 
(30 mg in 100 ccm Wasser) wurden mit nachfolgenden Stoffen 
versetzt: je 2 ccm einer schwach salzsauren 0,25°/,igen Di- 


methylaminobenzaldehydlésung und ferner mit 
6 eem 10°/,iger HCl 






































—s 
. 


2. 5 ecm ‘> + 1 com ) 

3. 4,5 ecm ~ + 1,5 ccm 

4. 4 ecm + 2 ecm 

Dd. 3,5 eem 2,5 cem 

osm fine a bh peo 0,1°/, iger Gelatinelésung in 
7. 2,5 ccm 1“ + 3,5 eem 10°%oiger HCl 

8. 2 ccm ‘ +4 ecm 

9. 1,5 eem - + 4,5 ecm 

10, 1 eem - +5 ecm 





Die Proben wurden mit j* 10 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure versetzt und im Coloruucter verglichen. Als Standard 
diente die gleiche, mehrere Tage alte Reaktionsprobe wie in _ 
Versuchsreihe 1. | 








Use 


a 
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Colorimeter. 





Zeit n. d. |Stan- Z 
Ansetzen | dard 1 * 3 4 5 6 T 8 9 10 





15 Min. | 10,0 | 17,0] 17,0] 17,0] 17,0] 16,9] 15,7] 15,7 | 15,3 | 18,2 | 12,9 
4 Stdn. | 10,0 | 13,2] 13,11 13,2] 13,4] 13,7] 13,1] 13,1] 13,1] 12,6 | 12,5 
oe 10,0 | 10,0 | 10,1 | 10,0 | 10,1 | 10,0 } 10,0 | 10,0 | 10,1 | 10,0 | 10,1 
Aus der Versuchsreihe geht hervor, da die erste Kin- 
wirkung der Gelatinelésung auf die Farbintensitiit der Reak- 
tion bei Probe 6 erfolgt. Dieser Probe waren 3 ccm 0,1°/,iger 
Gelatinelésung hinzugefiigt worden. Es entspricht mithin 
dieses einem Gehalt von etwa 3 mg Gelatine. Durch weitere 
Versuchsreihen zum gleichen Zwecke der Feststellung der ge- 
ringsten die Reaktion beeinflussenden Gelatinemenge wurden 
im Mittel 3,5 mg Gelatine gefunden, welche zuerst befihigt 
sind, bei Ansetzen der Tryptophan—Aldehydreaktion mit etwa 
0,6 mg Tryptophan spontan auf die Farbstirke einzuwirken. 
Die zu diesen Untersuchungen bereitete salzsaure Gelatine- 
lisung lieB ich lingere Zeit bei Zimmertemperatur stehen. 
Ich verwandte diese dann wiederum zu den _ Reaktions- 
beschleunigungsversuchen und stellte dabei fest, daB bedeutend 
gréBere Mengen dieser in Salzsiiure aufbewahrten anscheinend 
hydrolysierten Gelatine vonnéten waren, um einen ersten 
spontanen EinfluB auf die Aldehyd--Tryptophanreaktion aus- 
zuiiben, als bei den vorigen Versuchsreihen  festgestellt. 
Auch bei Vergleichen neu angesetzter Gelatinelésungen mit 
den einige Wochen alten Lésungen ergab sich ein starker 
Unterschied in bezug auf die Fiihigkeit, den maximalen Aus- 
fall der Farbreaktion herbeizufiihren. In der 
Versuchsreihe 38 ist ein solcher Vergleich angestellt 
worden. Zu je 2 ccm einer Tryptophanlésung (380 mg Tr. in 
200 com Wasser) fiigte ich je 2 ccm salzsaure 0,25°/,ige Di- 
methylaminobenzaldehydliésung hinzu und ferner: 



































{ 5°/,iger salzsaurer Gelatinelésung 


1. 5eem 10°/,iger HCl + 1 ecm ) neu bereitet 

2. 8 : j 0 

com - + 1 ccm 5°/, iger Gelatinelésung salzsaueretwa 
3. 4 ccm ” + 2 cem 2 Wochen alt 

4. 2 cem ee + 4 cem 

9) 


5. 5 eem i +1cem | 5°/,igerGelatinelésung salzsaueretwa 
6. 1 ecm ‘ + 5 cem 4 Wochen alt 
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Die Versuchsproben wurden mit 10 cem konzentriertey 
Schwefelsiure versetzt und kamen dann zum colorimetrischey 
Vergleich. Als Standard benutzte ich Versuchsprobe 1. 























Colorimeter. 
Zeit n. d. Standard 
Ansatz 1 2 3 4 5 6 
15 Minuten 10,00 | 12,62 | 11,02 | 10,05 | 14,70 | 12,40 
4 Stunden 10,00 | 10,60 | 10,00 | 10,03 | 12,51 | 10,87 
wt 10,00 | 10,02 | 10,03 | 10,04 | 10,90 | 10,07 
48 si 10,00 10,01 10,03 10,06 10,90 10,09 


Die Tabelle zeigt deutlich, daB durch die partielle Hydro. 
lyse der Gelatine bei lingerem Aufbewahren in Salzsiure ein 
Teil des Stoffes oder Bindungen im Molekiil zerstért sein 
miissen, auf welchen die beschleunigende Wirkung in der 
Herbeifiithrung der gréBten Farbstarke der Tryptophan—Alde- 
hydreaktion beruht. Um zu priifen, wie sich totalhydrolysierte 
Gelatine verhalt, setzte ich die nachfolgende Versuchreihe an. 

Versuchsreihe 4. Die Hydrolyse der Gelatine bewerk- 
stelligte ich durch 21/, tagiges Kochen einer 1°/, igen Gelatine- 
lésung in 10°/,iger Salzsiure am RiickfluBkiihler. Die Biuret- 
reaktion war negativ. In gleicher Weise stellte ich mir eben- 
falls eine 5°/,ige Liésung von hydrolysierter Gelatine in 
10°/,iger Salzsiture her. Diese Lisungen verwandte ich dann 
zum Ansatz der folgenden Versuchsproben. 

Je 2ccm einer Tryptophanlésung (80 mg Tr. in 100 ccm 
Wasser) wurden mit je 2 com Dimethylaminobenzaldehydlésung 
in 10°/,iger Salzsiure versetzt und ferner mit 





1. 6cem 10°%/,iger HCl 
» 6 1 ce : ; 
: 3 he " : 8 be 1°/,iger Lésung hydrolysierter 
pe vei Gelatine in 10°/,iger HCl 
4, 0 cem - + 6 ccm | 
1°/,iger Gelatinelésung nicht 
cist " — hydrolysiert in 10°/,iger HCl 
: : ee ss : : ed 5°/,iger Lésung hydrolysierter 
; . Gelatine in 10°/,iger HCl 
8. 0 ccm i + 6 ccm 
{ 5°/,iger Gelatinelésung nicht 
seta 9 aes hydrolysiert in 10°/,iger HCl 








er’ 
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Die Versuche wurden darauf mit je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure allmihlich versetzt und im Colorimeter unter- 
sucht. Als Standard benutzte ich eine mehrere Tage alte 
Reaktionsprobe, die wie Versuch 1 bereitet war und maximale 
Farbintensitiat aufwies. 

Colorimeter. 


YET: eemrc ee _— 


Zeit n.d. | Stan- 
Ansetzen | dard 








15 Min. | 10,00 | 16,5 | 16,2 | 16,2 | 16,0 | 10,6 | 14,0 | 13,7 | 11,5 | 10,3 
4 Stdn. | 10,00 | 13,7 | 13,7 | 13,2 | 13,0 | 10,2 | 13,4 | 12,0 | 10,4 | 10,0 
t « 10,00 | 13,4 | 13,7 | 13,0 | 12,9 | 10,2 | 12,7 | 12,0 | 10,3 } 10,1 

10,00 | 10,0 | 10,1 | 10,0 | 10,1 | 10,2 | 10,0 | 10,2 | 10,3 } 10,1 
































Le) 
~ 


Die Versuchsreihe zeigt sehr eindeutig die groBen Unter- 
schiede in der Wirkung von hydrolysierter und nichthydroly- 
sierter Gelatine auf die Tryptophan—Aldehydreaktion. Nicht- 
hydrolysierte Gelatine wirkt bei weitem stirker auf die be- 
schleunigte Herbeifiihrung des Farbmaximums ein als _ total 
hydrolysierte. 

Ks interessierte nun weiterhin die Festsetzung der 
niedrigsten Konzentration an hydrolysierter Gelatine, welche 
gerade noch befihigt ist, bei der Tryptophankonzentration von 
etwa 0,6 mg in jeder Versuchsprobe. spontan auf die Farb- 
intensitit der Aldehyd—Tryptophanreaktion einzuwirken. Zum 
Studium dieser Verhiiltnisse setzte ich die nachfolgende Ver- 
suchsreihe an. 

Versuchsreihe 5. Zur Hydrolyse behandelte ich 5 g 
Gelatine in 20 ccm konzentrierter Salzsiure am _ Riickfluf- 
kithler so lange, bis die Biuretreaktion negativ war. Dann 
fiillte ich das Volumen mit Wasser auf 74 ccm auf, um die 
Salzsiure bis zu 10°/, zu verdiinnen. Diese Liésung verdiinnte 
ich weiterhin genau um das 10fache auf 740 ccm mit 10°/,iger 
Salzsiiure. Jeder Kubikzentimeter dieser Lésung enthielt mit- 
hin 6,76 mg Gelatine. War die hydrolysierte Gelatinelésung 
so braunlich gefirbt, da sie den spiateren colorimetrischen 
Vergleich gestért hatte, dann behandelte ich sie vorher zur 
Kntfarbung mit wenig Tierkohle und filtrierte. 
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Je 2ccm einer Tryptophanlésung (30 mg in 100 cem Wasser) 
wurden versetzt mit je 2 ccm einer 0,25°/, igen Dimethylamino- 
benzaldehydlésung in 10°/,iger Salzsiure und ferner mit: 

1. 6 cem 10°/,iger HCl 





2. 9,5 ccm ” + 0,5 ccm ) 

3. 5,0 cem ‘e + 1 ecem 

t. 4,5 ecm “ + 1,5 cem 

5. 4,0 cem ae +2 ccm 

6. 3,5 eem - + 2,5cem | Lésung hydrolysierter Gelatine in 
7. 3,0 cem me +3 ecm 10°/,iger HCl 

8. 2,5 ccm ¥ + 3,5 ccm 

9. 2,0 ecm +4 ccm 
10. 1,0 ccm - +5 ecem 
11. 0 eeim ” +6 ccm 


Nach dem Hinzufiigen zu jeder Versuchsprobe von 10 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure wurde der colorimetrische Ver- 
gleich vorgenommen. Eine mehrere Tage alte Reaktionsprobe, 
die von gleicher Zusammensetzung war wie Versuch 1 und 
bereits die maximale Farbstiirke erreicht hatte, diente zu den 
Vergleichen als Standard. 


Colorimeter. 





Zeit n. d. |Stan- 


Ansatz dard l 3 4 ad 6 7 8 9 | 10] 11 


15 Min. | 10,0 ]16,0) 16,1] 16,1] 16,1] 15,9] 13,3]11,9] 11,9] 11,8] 11,1] 10,7 
4 Stdn. | 10,0 |18,4/13,3]13,0] 13,4] 13,0] 12,9]10,9] 10,9] 10,9] 10,6] 10,4 
a4 10,0 |10,1| 10,1] 10,0] 10,2] 10,1] 10,0]10,1] 10,1] 10,0] 10,0] 10, | 

Aus der Versuchsreihe geht hervor, daf eine erste Kin- 
wirkung kurze Zeit nach dem Ansetzen der Reaktionsproben 
bei dem Versuche 6 wahrzunehmen ist. In diesem Versuche 
waren etwa 17 mg hydrolysierter Gelatine enthalten und 0,6 mg 
Tryptophan. Weitere Versuchsreihen ergaben ebenfalls einen 
Wert von 17 mg Gelatine. 

In Versuchsreihe 2 war unter den gleichen Reaktions- 
bedingungen bei dem gleichen Zwecke fiir nichthydrolysierte 
Gelatine ein Wert von 3,5 mg — also ein Fiinftel der Menge 
hydrolysierter Gelatine — gefunden worden. Es muB mithin 
durch die Hydrolyse der Stoff oder die Strukturart innerhalb 
der Gelatinemolekiile zerstért worden sein, welcher fiir die Be- 
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einflussung der 'T'ryptophan—Aldehydreaktion verantwortlich zu 
machen ist. 

Man kann nun wohl unter den Produkten der hydroly- 
sierten Gelatine fiir die Wirkung auf die Tryptophan—Aldehyd- 
reaktion das Prolin bzw. Oxyprolin verantwortlich machen. 
Auf Grund der in dem Beitrag III ausfithrlich dargelegten 
experimentellen HKinzelheiten in dieser Hinsicht scheint mir 
ein solcher Schlu8 durchaus berechtigt zu sein. Durch Ver- 
gleiche der Resultate der Versuche mit Prolin und der mit 
Gelatine ist man dann in der Lage, einen anniihernden Wert 
fir den Gehalt der Gelatinehydrolyserprodukte an Prolin plus 
Oxyprolin zu berechnen. 

Ks war festgestellt worden, dab 4,5 mg Prolin notwendig 
sind, um unter bestimmten Versuchsbedingungen und bei einer 
Menge von 0,6 mg Tryptophan eine erste im Colorimeter meb- 
bare Wirkung auf die Farbstirke der Tryptophan—Aldehyd- 
reaktion auszuiiben. Unter genau den gleichen Bedingungen 
nun sind etwa 17 mg Gelatine (in hydrolysiertem Zustande) 
notwendig, um ein gleiches Resultat zu erzielen. Etwa 17mg 
Gelatine entsprichen nach der Hydrolyse in ihrer Wirkung 
also 4,5 mg Prolin, d.h. —- unter Bezugnahme auf die oben 
ausgesprochene Vermutung — 17 mg Gelatine enthalten nach 
der Hydrolyse 4,5 mg Aminosiuren, welche den Pyrrolring be- 
sitzen — also nach unserer heutigen Kenntnis Prolin und 
Oxyprolin. Prozentual berechnet wiire dieses fiir die Gelatine 
ein Gehalt von etwa 26°/, an Prolin und Oxyprolin. 

In gleicher Weise kinnte der Gehalt der nativen Gela- 
tine an den Pyrrolring enthaltenden Verbindungen bzw. Struk- 
turen anndhernd berechnet werden — wollte man annehmen, 
da fiir das Kinwirken auf die Tryptophan—Aldehydreaktion 
in der Gelatine nur den Pyrrolkern enthaltende Stoffe verant- 
wortlich wiiren. Im theoretischen Teil der Arbeit ist hieriiber 
ausfiihrlich berichtet worden. 4,5 mg Prolin stehen fir diesen 
Fall etwa 3,5 mg nichthydrolysierter Gelatine gegeniiber. Beide 
wirken unter voéllig gleichen Bedingungen in gleichem Mabe 
auf die Tryptophan—Aldehydreaktion ein. Ks hat eine Be- 
rechnung hierbei nur in bezug auf den Pyrrolkern Zweck. 
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Fiir das Prolin vom Mol.-Gew. 115 kame ein Pyrrolkern yom 
Mol.-Gew. 67 in Frage. Es entsprichen also 4,5 mg Prolin 
2,6 mg Pyrrol. Auf 3,5 mg Gelatine kommen etwa 2,6 ig 
Pyrrolkern. Das entspriiche einem ungefihren Gehalt yon 
74°/, Pyrrolkernstruktur in der Gelatine. 

In entsprechender Weise habe ich nun versucht, auch bei 
anderen HiweiBkérpern vorzugehen und diese Berechnungen 
anzustellen. Jedoch ist es hierbei nur méglich gewesen, dey 
Prolingehalt in den Hydrolysenprodukten zu ermitteln. Dic 
annaihernde Bestimmung des Gehaltes an Pyrrolringen in den 
Proteinen war zunichst auf Grund dieser Methodik nicht 
durchfiihrbar, da der Eigengehalt der Proteine an Tryptophan 
die Versuche stért. In den Hydrolysenprodukten war das 
Tryptophan des Proteins durch die Hydrolyse mit  starker 
Saiure zerstért worden und hier war eine Bestimmung des 
Prolins und Oxyprolins auf der beschriebenen Basis méglich. 

Mit der Gelatine stellte ich einige weitere Versuchsreihen 
an, tiber die ich nur kurz berichten will. Vor allem _priifte 
ich, ob das Verhiltnis der bei der Tryptophan—Aldehydreak- 
tion notwendigen Gelatinemenge zu der jeweils angewandten 
‘Tryptophanmenge in irgendeiner Verbindung stand.  Be- 
ziehungen bestanden zwar zwischen den Mengenverhiltnissen 
der beiden Stoffe. Jedoch waren diese nicht so prizisiert und 
auBerdem die Methode nicht derart empfindlich, daf ich sic 
genau festlegen konnte. 

In Kiirze zusammengefaBt, ist das wichtigste Ergebnis der 
Untersuchungen iiber die Einwirkung der Gelatine auf die 
T'ryptophan—Aldehydreaktion das folgende: Es konnte fest- 
gestellt werden, daB sich hydrolysierte Gelatine in dieser Be- 
ziehung wesentlich anders verhilt als nichthydrolysierte. 
Wihrend von der letzteren etwa 3,5 mg geniigen, um einen 
Kinflu8 spontan beim Ansetzen einer Reaktion mit etwa 0,6 mg 
Tryptophan auf die Farbstirke auszuiiben, so ist von hydroly- 
sierter Gelatine etwa die fiinffache Menge zur gleichen Wirkung 
notwendig. Durch Vergleiche mit den Resultaten der Prolin- 
versuche konnte anniihernd der Gehalt der Gelatine an bei der 
Hydrolyse entstehendem Prolin plus Oxyprolin berechnet werden. 


— | 





vom 
in 
) nig 


Von 


1 bej 
1gen 
dey, 
Die 
den 
icht 
ha n 
das 
rker 
des 
lich, 
hen 
iifte 
ak- 
lten 
Be- 





Beitrag zur Tryptophan—Aldebydreaktion. JV. 187 


2. Veruche mit Casein. 


Zu den folgenden Untersuchungen benutzte ich Kasein 
nach Hammarsten, welches 24 Stunden bei 80° getrocknet 
wurde. Ich priifte in den einzelnen wiedergegebenen Ver- 
suchsreihen in Anlehnung an die Untersuchungen mit Ge- 
latine zunachst, ob Casein selbst befihigt ist, auf Grund seiner 
Struktur bei dem Anstellen einer Aldehydreaktion mit dem in 
ihm enthaltenen Tryptophan eine beschleunigte Herbeifiihrung 
der maximalen Farbstiirke der Reaktion zu bewirken. Hierzu 
setzte ich die folgende 


Versuchsreihe 1 an. Casein wurde in sehr verdiinnter 
Natriumcarbonatlésung in Liésung gebracht und mit dieser 
Lisung wurden dann die Versuchsproben angesetzt. Die 
Caseinlésung war etwa 1°/jig. 

1. 2 cem Caseinlsg. + 2cem | 0,25°/, + 11 ecm 10°/,ige Lsg. von HCl 

2. 2ccm _ +2cem | von Dimethylamino- + 10cem HCl + 1cem 

3. 4eem me Soom benzaldehyd in + Teem ,, 

4, 4eem ‘i +4eem 10°/,iger HCl + 2cem ,, +5cecm 
5°/,iger Gelatinelsg. in 10°/,iger Salzsiure. 

Nach dem Unterschichten der Versuche mit je 15 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure und allmahlichem Verteilen der 
letzteren auf das Gesamtfliissigkeitsvolumen trat die Farb- 
reaktion ein. Mit blofem Auge war bei Probe 4 ein etwas 
violetterer on als in den iibrigen Versuchsproben wahrzu- 
nehmen. Anscheinend war dieser Unterschied durch den hohen 
Gelatinezusatz verursacht. Die Versuchsproben wurden dann 
in einem Dubosqkolorimeter miteinander verglichen. Als Stan- 
dard diente dabei Versuch 1. 




















Colorimeter. 
Zeit n. d. Standard 
Ansetzen 1 2 3 4 
20 Minuten 25,00 25,20 12,42 12,30 
4 Stunden 25,00 25,24 12,40 . 12,23 


Aus der Versuchsreihe geht hervor, daB der Gelatine- 
zusatz ohne EinfluB auf den Ausfall der Farbstirke der Re- 
aktion ist. Daraus ist zu schlieBen, daB Casein selbst be- 
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fahigt ist, einen maximalen Ausfall der Farbintensitat beim 
Anstellen der Aldehydreaktion mit dem eigenen Tryptophan 
spontan herbeizufiihren. Der etwas hohere Wert der Versuchs- 
probe 4 erklirt sich durch die geringe gelbliche Farbung, 
welche durch den gro8en Gelatinezusatz entstanden ist. 

Versuchsreihe 2. Es interessierte weiterhin festzu- 
stellen, ob durch tryptische Verdauung hydrolysiertes Casein 
ebenfalls die gleiche Wirkung auf die Tryptophan—Aldehyd- 
reaktion ausiibt wie natives Casein. Zu diesem Zwecke setzte 
ich einige Verdauungsgemische mit Casein und Pankreatin in 
der iiblichen Weise an. Nach mehrwoéchigem Stehen stellte 
ich dann die Reaktionsproben wie folgt her: 


a) 7 Wochen altes Verdauungsgemisch, etwa 10°/,ig an Casein. 
Das Verdauungsgemisch wurde zunachst mit Wasser auf 
das 10fache Volumen verdiinnt und kam dann wie folgt zum 
Reaktionsansatz. 
1. 2 ccm 
2. 2ccm 


3. 4 wi | 
4, 4 eem 





+2cem ) 0,25°/,ige Losung 
+- 2 ecem | von Dimethyl- 

+ 4 ecm | aminobenzaldehyd 
+ 4ccem in 10°/,iger HCl 


| des verdiinnten 
Caseinverdau- 
ungsgemisches 


+ 11 cem 
+ 10 ecm 10°/,ige + 1e¢em 
+ Teem | Salzlésung | 
+ 6ccm + 1ccm 
Die Reaktionsproben wurden mit je 15 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure versetzt und im Colorimeter miteinander verglichen. 
Als Standard diente die Probe 1. 


Colorimeter. 


| 5°%/,ige Gelatine- 
 lésung in 10°/ige 
Salzsiiure 

















Zeit n. d. Standard 

Ansetzen 1 2 3 4 
15 Minuten 25,00 17,43 12,43 8,92 
6 Stunden 25,00 18,50 12,45 9,20 


b) 4 Wochen altes Verdauungsgemisch, etwa 10°/,ig an Casein. 
Zunachst wurde ebenfalls das Verdauungsgemisch auf das 
10fache mit Wasser vermischt. Die verdiinnte Lésung kam 
dann wie folgt zum Ansatz: 
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1, 2cecm +2cem ) 0,25°/,ige Lésung 
verdaute - : : 
9, 2ecm iieainaie + 2cem | von Dimethylamino- 
3, 4 ccm ae ittlng + 4 ecm benzaldehyd 
(verdiinnt) ve 
4, 4 ecm + 4cem in 10°/,iger HCl 
+ 6 cem 


— | 5°/,ige Lésung 
’ yon Gelatine in 
10°/,iges HCl 


iV 


+ 4ccm | 10°/,iger + 
+ 2 ccm | Salzlésung 
+ 0 ccm 
Die Proben wurden mit je 10 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure allmihlich versetzt und im Colorimeter miteinander ver- 
glichen. Als Standardlésung diente zum Vergleich Probe 1. 
Mit bloBem Auge war bereits erkennbar, daB die mit Gelatine 
versetzten Proben intensiver gefarbt waren. 


+ 2 ccm | 


Colorimeter. 




















Zeit n. d. Standard 

Ansetzen 1 2 3 4 
15 Minuten 20,00 11,00 9,95 5,40 
6 Stunden 15,00 10,50 7,50 5,70 


Aus den beiden Versuchsserien mit tryptisch verdautem 
Casein ist deutlich zu ersehen, daB die Proben mit Gelatine- 
zusatz eine bedeutend intensivere Farbstiirke besitzen als die 
anderen. Diese Feststellung besagt, daB das durch tryptische 
Verdauung hydrolysierte Casein nicht mehr befiahigt ist, die 
eroBte Farbstiirke einer Tryptophan—Aldehydreaktion in dem 
Ma8e herbeizufiihren, wie Gelatine oder natives Casein. Die 
Kinwirkungen der proteolytischen Fermente des Pankreatins 
miissen mithin Stoffe oder strukturelle Bindungsarten des 
Caseinmolekiils gelést haben, welche die Kinwirkung des nativen 
Caseins auf die T'ryptophan—Aldehydreaktion bedingten. 


Versuchsreihe 3. Mit durch Siurehydrolyse total ab- 
gebautem Casein habe ich ferner Versuche angestellt. 50 ¢ 
Casein (Hammarsten) wurden mit 100 ccm konzentrierter Salz- 
siure so lange am RiickfluBkiihler erhitzt, bis die Biuretreak- 
tion vollkommen negativ war. Dann fillte ich das Volumen 
mit Wasser auf 370 ccm auf, um eine Lésung in 10°/,iger 
Salzsiure zu haben. Zur Entfiirbung der Lisung behandelte 








190 Ernst Komm, 


ich diese mit Tierkohle und filtrierte. Die vollstindig klare 
Lésung der hydrolytischen Spaltprodukte des Caseins gab keine 
Tryptophanreaktion mehr und wurde zum Herstellen der fol- 
genden Versuche benutzt. 

Je 2 ccm einer Tryptophanlésung (80 mg Tr. in 100 ccm 
Wasser) versetzte ich mit je 2 ccm 0,25°/,iger Dimethylamino- 
benzaldehydlésung in 10°/,iger Salzsiiure und weiterhin mit: 


1. 6 cem 10°%,iger HCl 

2. 5,5 ecm m + 0,5 cem der salzs. hyrolysierten Caseinlésung 
3. 5 cem ” +1,0ccm ,_ ,, . is 

4, 4,5 cem ™ fiseam , » ” ™ 


Die Reaktionsproben wurden darauf mit je 10 ccm kon- 
zeutrierter Schwefelsiiure versetzt und kamen dann zu einem 
Vergleich im Dubosqkolorimeter. Als Standard diente eine 
mehrere ‘age alte Tryptophan—Aldehydreaktion, die maximale 
Farbintensitit aufwies. Mit dem Auge bereits war zu er- 
kennen, daB die Proben 2—4 stiirker gefiirbt waren als die 
Probe 1. 

Colorimeter. 




















Zeit n. d. Standard 1 2 3 4 

Ansetzen 

20 Minuten 10,0 17,8 15,8 15,9 15,0 
6 Stunden 10,0 13,2 11,3 12,0 10,25 
24, 10,0 10,07 10,21 10,1 10,20 


Bereits bei dem ersten geringen Zusatz des Caseins war 
eine spontane Einwirkung auf die Tryptophan-Aldehydreaktion 
zu bemerken — wie es diese Reaktion zeigt. Um nun fest- 
zustellen, welches die geringste Menge der Caseinhydro- 
lysenprodukte ist, die gerade noch eine Wirkung auf die Re- 
aktion ausiibt, muBte ich zunichst die obige Lésung der 
hydrolytischen Spaltprodukte auf das 10fache Volumen mit 
10°/,iger Salzsiure verdiinnen. Mit dieser verdiinnten Lésung 
setzte ich dann die nachfolgenden Versuchsproben an. 

Je 2 ccm einer Tryptophanlésung (30 mg Tr. in 100 ccm 
Wasser) wurden mit je 2 ccm 0,25°/ iger salzsaurer Dimethy]l- 
aminobenzaldehydlésung versetzt und auBerdem mit 
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1. 6 cem 10°/,iger HCl 


2. 5,5 cem - + 0,5 ecm verd. Lisung hydrolysierten Caseins 
3. 5 ecm ‘ + 1,0ccm _e,, a . 9 
1, 4,5¢ecm " + 1,5 cem = 

5. 4 cem - + 2,0 ccm ‘ 9 
6. 3,5¢em ‘ +25ccm _,, % - 

7. 3 cem ‘i +3 ccm ,, 

8. 2,5¢ecm " +3,5ccm _,, - % - 
9. 2 ccm - +4,0cem ,, i i 
10. 1,5¢em " + 4,5 ccm i ee a re 
11. 1 cem ws +5,0ccm _,, “a 

12. 0,5eem - + 3,0 com 
13. O ecem ™ +6 cem ,, y - - 


Die Versuche wurden darauf mit je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure allmihlich versetzt und kamen dann zum colori- 
metrischen Vergleich. Als Standard diente eine mehrere ‘lage 
alte Tryptophan—Aldehydreaktion, die wie Versuch 1 bereitet 
war und gréBte Farbstirke besab. 


Colorimeter. 





Zeit n. d. 
Ansetzen 


Standard 1 2 3 4 5 6 


15 Minuten 10,0 16,7 18,6 15,9 16,5 16,7 16,8 
4 Stunden 10,0 | 13,7 | 143 | 130 | 18,4 | 13,6 | 18.5 
4 10,0 | 10,6 | 11,0 9,87 | 10,1 | 10,2 | 10,3 




















Zeit n. d. 
Ansetzen 


Standard 10 11 12 13 


-1 
CO 
Je 


15 Minuten 10,0 16,4 | 163 | 15,7] 15,0] 15,1 | 14,7 | 14,2 
4 Stunden 10.0 13,2 | 13,6] 13,1] 13,3 | 18,0 | 12,8 | 12,4 
. | 10,0 10,0 | 10,2 | 10,1 | 10,1 | 10,2 | 10,1 | 10,0 


























Die Versuchsreihe weist eine erste Kinwirkung des hydro- 
lysierten Caseins anf die Farbstiirke der 'Tryptophan—Aldehyd- 
reaktion bei der Versuchsprobe 9 auf. Diese Probe enthilt, 
auf Casein berechnet, 54 mg Hydrolysenprodukte. 

Analog wie bei der Gelatine kann man die gefundene 
Caseinmenge gleichsetzen mit der entsprechenden Menge Prolin, 
da bei den Versuchsreihen die Reaktionsbedingungen (beide 
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Male etwa 0,6 mg Tryptophan) vollkommen miteinander iiber- 
einstimmten. Ks entsprechen also 54 mg Casein in hydroly- 
siertem Zustande etwa 4,5 mg Prolin. Prozentual berechnet, 
enthilt mithin das Casein etwa 8,3°/, Prolin und Oxyprolin 
zusammen, wenn man auf diese Aminosiiuren die Ursache der 
oben bekannt gegebenen EKinwirkung auf die Tryptophan- 
Aldehydreaktion ausschlieBlich zuriickverlegt. 

Kinige weitere Versuchsreihen mit Casein habe ich an- 
gestellt, vornehmlich noch mit der Formaldehyd—Tryptophan- 
reaktion. Da die Ergebnisse im wesentlichen die gleichei 
waren, fiihre ich diese Versuche hier nicht an. 


3. Versuche mit Keratin. 


Gaanz reine, weibe Hornsubstanz in dinnen Bliittchen 
wurde sorgfaltig fein pulverisiert und in diesem Zustande zu 
Versuchen benutzt, die das Ziel hatten, festzustellen, ob Keratin 
imstande ist, eine Aldehyd—Tryptophanreaktion mit seinem 
eigenen ‘l'ryptophan mit maximaler Farbstiirke herbeizufihren. 


Versuchsreihe 1. Gleiche, sehr geringe Mengen (0,10 ¢) 
pulverisierte Keratinsubstanz wurden viermal eingewogen und 
in je 2cem Wasser aufgeschwemmt. Zu diesen Aufschwem- 
mungen fiigte ich zuniichst je 2 ccm einer 0,25°/,igen Di- 
methylaminobenzaldehydlésung in 10°/,iger Salzsiiure hinzu 
und auBerdem 


1. 6 ecem 10%, iger HCl 

2. 6 eem 99 

3. 5 eem - + 1eem 5°/,iger Gelatinelsg. in 10°/,iger HC! 
4. 5 ecm oe -++ 2 ccm 


? 9) ) 7 


Die 4 Versuchsproben wurden dann mit je 10 ccm kon- 
zentrierter Schwefelsiure unterschichtet. Beim Verteilen der 
Schwefelsiiure tiber das Gesamtvolumen entwich Salzsiiure und 
es trat Erwiirmung ein. Dabei gingen die Keratinteilchen in 
Lésung und die Farbreaktion trat ein. Die Reaktionsproben 
verglich ich im Dubosqcolorimeter untereinander. Als Standard- 
lésung diente dazu Versuch 1. 
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Colorimeter. 





Zeit n. d. Standard 




















Ansetzen 1 2 3 4 
15 Minuten | 2000 | 19,46 20,54 20,06 
24 Stunden 20,00 19,70 20,61 20,18 


Die Versuchsreihe zeigt, daB der Zusatz von Gelatine in 
den Proben 3 und 4 ohne EinfluB auf die Reaktionsfarbstirke 
ceblieben war. Es mu8 mithin Keratin selbst befihigt sein, 
eine Aldehydreaktion seines eigenen Tryptophans mit maxi- 
maler Farbstarke sofort hervorzurufen. 

Versuchsreihe 2. In dieser Versuchsreihe soll der 
KinfluB hydrolytisch total abgebauten Keratins auf die Trypto- 
phan—Aldehydreaktion gepriift werden. Die Hydrolyse fiihrte 
ich wie folgt durch: 5 g Keratin wurden in 20 ccm konzentrierter 
Salzsiiure am RiickfluBkiihler so lange gekocht, bis die Biuret- 
reaktion negativ war. Dann wurde das Reaktionsgemisch mit 
Wasser auf das Volumen von 74 ccm verdiinnt, um die Salz- 
siurekonzentration ungefahr auf 10°/, zu bringen. Die bei 
der Hydrolyse entstandene schmutzigbraune Fiarbung wurde 
durch Behandlung mit Tierkohle entfernt. Die zuriickbleibende 
klare Lésung gab keine Tryptophanreaktion und erwies sich 
fir die Versuche noch zu konzentriert. Ich verdiinnte sie 
daher mit 10°/,iger Salzsiure auf das 10fache Volumen. 
Jeder ccm dieser verdiinnten Lésung enthielt mithin, auf 
Keratin berechnet, etwa 6,8 mg Keratinspaltprodukte. 

Je 2ccm einer Tryptophanlésung (30 mg Tr. in 100cem Wasser) 
wurden nun mit je 2 ccm einer 0,25°/,igen Dimethylaminobenz- 
aldehydlésung in 10°/,iger Salzsiure versetzt und ferner mit 

1. 6 eem 10°/,iger HC 


2. 5,5¢ecem s | + 0,5eem salzsaurer Keratinspaltproduktlos. 
3. 5 ecm ‘i +1 ccm ‘ ’ 
4. 4,5¢eem “ + 1,5cem , ; 
5. 4 ecm " +2 ecem - 
6. 3,5¢eem “ + 2,5¢ecm " ‘ 
1 3 com - +3 ccm ‘“ - 
8. 2,5cem “ + 3,5¢ecm ‘ ; 
% 2 ecm ) +4 ccm ~ , 
1Q. 1,5¢em o + 4,5¢ecm ” ’ 
11. 1 cem ‘ +5 ccm ’ 
i2. 0,5eem ” + 5,5¢ecm ” 
13. 0 cem 9 +6 ccm ” ” 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CLVI. 13 
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Zu den Versuchsproben setzte ich dann je 10 ccm kon- 
zentrierte Schwefelsiure allmahlich hinzu und brachte die 
Proben zum kolorimetrischen Vergleich. Als Standard diente 
dabei eine alte Aldehyd—Tryptophanreaktionsprobe, die wie 
Versuch 1 bereitet war und maximale Farbstiirke besaB. 


Colorimeter. 








Zeit n. d. 
Ansetzen 


Standard 1 2 3 4 9) 6 


20 Minuten | 10,0 18,9 | 192 | 188 | 185 | 17,8 | 185 
21/,Stunden| 10,0 16,0 } 165 | 160 | 162 | 16,6 | 162 


























ae 10,0 10,2 | 10,4 | 10,1 | 100 | 10,1 9,9 
Zeit n.d. | orandard| 7 8 9 10 11 12 | 13 


Ansetzen 








20 Minuten | 10,0 | 15,9} 15,9 | 12,8] 13,1] 12,7] 12,0 [11,4 
21, Stunden} 10.0 | 15,2] 14,7} 11,5] 11,2] 11,6 | 11,5 J11,2 
% (yy 10,0 | 10,3] 10,3] 9,8] 101 | 10,3] 10,3] 9,9 























Die Tabelle weist eine erste deutlich wahrnehmbare Ein- 
wirkung der hydrolytischen Keratinspaltprodukte auf die Farb- 
stirke der Reaktion bei Versuchsprobe 7 auf. Dieser Versuch 
enthielt 3 ccm der Lésung der Keratinhydrolysate, mithin also 
auf Keratin berechnet 20,4 mg Substanz. 

Setzt man diesem ermittelten Wert fiir Keratin dem friiher 
unter gleichen Reaktionsbedingungen gefundenen Wert fiir 
Prolin von 4,5 mg in der Wirkung auf die Tryptophan- 
Aldehydreaktion gleich und verlegt man die Ursache des Ein- 
flusses der Keratinspaltprodukte auf diese Reaktion auf ihren 
Prolin- bzw. Oxyprolingehalt, so errechnet sich fiir das Keratin 
nach der hydrolytischen Spaltung ein prozentualer Gehalt von 
etwa 22°), an Prolin plus Oxyprolin. 


4. Versuche mit Blutalbumin. 


Das zu den Versuchen benutzte Albumin war ein kry- 
stallines Produkt, welches nach den iiblichen Darstellungs- 
methoden bereitet war. Es wurde bis zur Gewichtskonstanz 
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ber 80—90° getrocknet. Von diesem Blutalbumin stellte ich 
mir eine verdiinnte Lésung in Wasser her, die ich zu der fol- 
senden Versuchsreihe benutzte. 


Versuchsreihe 1. Zweck dieser Versuchsreihe ist es, 
festzustellen, ob das Blutalbumin selbst befihigt ist, die Tryp- 
tophan—Aldehydreaktion seines eigenén Tryptophangehaltes 
spontan mit gréBter Farbstirke herbeizufiihren. Die Versuchs- 
proben setzte ich wie folgt an: 


i, 2eem o£ 2cem ) 0,25°/,ige Lésung 

2. 2 cem wilirige + 2cem { von Dimethylamino- 

8. 4 cem | 1 sana + 4 ccm benzaldehyd in 

t+. 4 eem losung + 4eem / 10°/,iger Salzsaiure 
+ 11 ecm 


+ 10 cem | 10°/,ige + 1ecem | 5°/,iger Gelatine- 
+ Tecm Salzsiure  lésung in 10°/,iger 
+ 5cem + 2 ecem | Salzsiure 
Die Versuchsproben wurden darauf mit je 55 ccm konzen- 
trierter Schwefelsiure versetzt. Mit bloBem Auge bereits 
wurden starke Unterschiede in der Farbstiirke der Proben 1—3 
und 2—4 bemerkt. Die 4 Reaktionsversuche verglich ich mit- 
einander im Colorimeter und benutzte dazu als Standard die 
Lésung 1. 























Colorimeter. 
Zeit n. d. Standard 
Ansetzen 1 2 3 4 
15 Minuten 25,00 18,56 12,61 9,72 
4 Stunden 25,00 20,41 12,58 10,67 


Die Reaktionsversuche mit Zusatz von Gelatine zeigten 
eine bedeutend intensivere Farbstirke. Es besagt dieses, daB 
das Blutalbumin nicht imstande ist, eine maximale Farb- 
intensitat der Aldehydreaktion mit seinem Tryptophan herbei- 
zufiihren. 

Wie sich die Hydrolysenprodukte des Blutalbumins gegen- 
uber der Tryptophan—Aldehydreaktion verhalten, zeigt die 
folgende 


Versuchsreihe 2. 10¢ Blutalbumin hydrolysierte ich 
durch Kochen am Riickflubkiihler mit 20 ccm konzentrierter 


13* 
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Salzsiure (37°/,ig). Das Hydrolysengemisch verdiinnte ich mit 
Wasser auf 74 ccm, um eine 10°/,ige Konzentration der Salz- 
siure zu erhalten. Zur Entfirbung behandelte ich dann das 
Lésungsgemisch mit Tierkohle und verdiinnte nochmals mit 
10°/,iger Salzsiure auf das 10fache Volumen, da Vorversuche 
ergaben, daB die Konzentration zu groB war. Diese so ver- 
diinnte Lésung enthielt in 1 ccm 13,5 mg hydrolysiertes Serum- 
albumin. Die Lésung gab weder eine positive Biuretreaktion 
noch eine positive Tryptophanreaktion. 

Je 2 ccm einer Tryptophanlésung (30 mg Tr. in 100 ccm 
Wasser) versetzte ich mit je 2 ccm einer 0,25°/ igen Dimethy]- 
aminobenzaldehydlésung und ferner mit: 


1. 6 ecm 10°, iger HCl 
— . + 0,5 com { der peas ak = iain 
3. 5 ccm + 1,0 cem ” 
4, 4,5ecm - + 1,5 ccm ~ 
5. 4,0ccem - + 2,0 ccm 
6. 3,5¢eem - + 2,5 ccm ss 
7. 3,0eem - + 3,0 cem - 
8. 2,5cecm es + 3,5 cem 
9. 2,0cem - + 4,0 ccm Fe 
10. 1,5¢cem 9 + 4,5 ccm ‘ 
11. 1,0ccm 6 + 5,0 cem 9 


Die Versuche wurden mit je 10 ccm konzentrierter Schwefel- 
siiure versetzt und kamen zum Vergleich im Colorimeter. Als 
Standardlésung diente dabei eine mehrere Tage alte Trypto- 
phan—Aldehydreaktion gleicher Zusammensetzung wie Versuch | 
der Versuchsreihe, welche bereits die maximale Farbstiirke besab. 



































Colorimeter. 
Zeit n.d. | standard] 1 2 3 4 5 6 
Ansetzen 
15 Minuten | 10,0 19,0 | 192 | 18,8 | 190 | 17,2 | 15,1 
20 Stunden 10,0 10,2 | 10,4 9,9 | 10.1 | 10,0 | 10,1 
Zeit n.d. | ctandard 7 8 9 10 | 11 
Ansetzen 
15 Minuten 10,0 13,9 13,4 12,9 13,1 13,0 
20 Stunden 10,0 10,2 10,0 9,8 10,4 10,1 





























creme 
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Die Versuchsreihe weist eine erste Einwirkung 15 Minuten 
nach dem Ansetzen der Reaktionsproben auf die Tryptophan— 
Aldehydreaktion bei dem Versuch 5 auf. Die Konzentration dieser 
Probe an zugesetztem hydrolysierten Blutalbumin betrug 27 mg. 

Bei einer Gleichsetzung dieser Menge Blutalbumin in der 
Wirkung auf die Tryptophan—Aldehydreaktion mit der ge- 
ringsten wirkenden Menge Prolin von 4,5 mg unter gleichen 
Reaktionsbedingungen errechnet sich der Gehalt des Blutalbumins 
in hydrolysierter Form an Prolin plus Oxyprolin zu etwa 17°/,. 


5. Versuche mit EiweiBbalbumin. 


Die Gewinnung des krystallinen Ovalbumins geschah nach 
der tiblichen Methode. Durch Versetzen einer Hiihnereiweib- 
lésung, die neutral reagieren muB, mit dem gleichen Volumen 
einer gesittigten Ammoniumsulfatlésung wurde die Globulin- 
fraktion gefallt. Nach dem Abfiltrieren der letzteren wurde 
zu dem Filtrat 10°/,ige Essigsiure hinzugesetzt, bis eine 
schwache Triibung auftrat. 

Nach einigen Stunden schied sich das Albumin ab. Die 
Reinigung des Produktes geschah durch Auflésen und noch- 
maliges Fallen mit Ammoniumsulfat in der beschriebenen 
Weise. Die krystalline Substanz wurde bis zur Gewichts- 
konstanz bei 80—90° im Trockenschrank behandelt. In einer 
ersten Versuchsreihe wollte ich ermitteln, ob das Ovalbumin 
befihigt ist, eine Tryptophan—Aldehydreaktion seines Trypto- 
phans mit gréBter Farbstarke kurze Zeit nach dem Ansatz 
herbeizufihren. Hierzu verfuhr ich wie folgt: 

Versuchsreihe 1. Von dem EiweiSalbumin stellte ich 
mir eine verdiinnt waBrige Lésung her und setzte mit dieser 
die Proben an: 


|. 2 eem + 2cem) 0,25°/,iger Lésung 
der Oval- 


2. 2 ecm “+ 2 ecem | von Dimethylamino- 

3. 4ceem albumin- + 4 ccm benzaldehyd 

4. 4 e¢em }  lésung + 4 ccm in 10°/,iger HCl 
+ 11 ecm : 
+ 10 ce | a + 1ecem 5°/,iger Gelatine- 
+ Teem ~ /orgen lésung in 10°/,iger 
+ 5ecm eens + 2 ccm Salzsiure 
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Die einzelnen Versuche wurden dann mit je 15 ccm kon- 
zentrierter Schwefelsiure versetzt und kamen zum colorimetri- 
schen Vergleich miteinander. Liésung 1 diente dabei ails 
Standard. 

Das Ansetzen dieser Versuchsreihe gestaltete sich verhiltnis- 
mibig schwierig, da das in Liésung befindliche Ovalbumin nach 
Zusatz der sauren Reagentien sofort ausflockte und sich dann 
leicht beim Zusatz der konzentrierten Schwefelsiure braun- 
gefarbte Produkte aus dem Koagulum bildeten, die die Priifung 
im Colorimeter unméglich machten. Nur durch ganz vorsich- 
tigen Zusatz der Schwefelsiure unter méglichster Vermeidung 
einer zu starken Wirmeténung lieB sich eine colorimetrisch 
vergleichbare Farbreaktion erzielen. 

Seltsamerweise verhielten sich die Proben mit Gelatine- 
zusatz nicht so empfindlich. In diesen entstand sofort eine 
rein blauviolett gefiirbte Reaktion. 























Colorimeter. 
Zeit n. d. Standard 
Ansetzen 1 2 3 4 
15 Minuten 25,00 24,83 12,47 11,96 
6 Stunden 25,00 24,56 12,39 11,99 


Aus den Zahlen geht hervor, daB Gelatinezusatz ohne 
einen wesentlichen EinfluB auf die Farbstarke der Reaktion 
geblieben war. Es scheint also das Ovalbumin von sich 
selbst aus imstande zu sein, eine Reaktion des eigenen Trypto- 
phans mit Dimethylaminobenzaldehyd spontan mit gréBter 
Farbintensitit herbeizufiihren. 


Versuchsreihe 2. Kine weitere Versuchsreihe soll den 
KinfluB des durch Siiure total abgebauten Ovalbumins aut die 
Tryptophan—Aldehydreaktion zu erkennen geben. Die Hydro- 


lyse geschah durch Erhitzen von 10 g HiweiSalbumin mit 
20 ccm konzentrierter Salzsiure (37°/,ig) am RiickfluBkihler 
auf dem Baboblech. Nach dem vdlligen Ausbleiben der Bi- 
uretreaktion in einer Probe des Hydrolysats wurde das Reak- 
tionsgemisch mit Wasser auf 74 ccm Gesamtvolumen verdiinnt, 
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um die Konzentration der Salzsiure auf etwa 10°/, zuriickzu- 
fihren. Durch Behandeln mit Tierkohle wurde die schmutzig- 
braune Farbung des Hydrolysates entfernt. Durch Vor- 
versuche erwies sich die Konzentration dieser Lisung fiir die 
vorliegenden Zwecke als zu hoch. Sie wurde daher nochmals 
auf das 10fache Volumen mit 10°/,iger Salzsiure verdiinnt. 
In 1 ccm dieser verdiinnten Lésung befinden sich, auf Ovalbumin 
berechnet, 13,5 mg Hydrolysenprodukte. Die Liésung gab keine 
positive Tryptophanreaktion; sie wurde zum Ansatz der fol- 
senden Versuche benutzt. 

Zu je 2 ccm einer Tryptophanlésung (30 mg Tr. in 100 ccm 
Wasser) fiigte ich je 2 ccm 0,25°/,iger Dimethylaminobenz- 
aldehydlésung in 10°/,iger Salzsiure hinzu und auBerdem 


1. 6 eem 10°/,iger HCl 





2. 5,5¢em : + 0,5eem hydrolysierte Ovalbuminlésung 
3. 5 ecm ss +1 ecm se - 

4, 4,5¢eem ; + 1,5¢em ‘i = 

5. 4 eem ms + 2,0eem al 

6. 3,5¢ecm -+- 2,5cem ¥ 

7 3 ecm -+ 3,0ecm a ‘ 

8. 2,5¢eem - + 3,5ceem ss 

9. 2 eem + 40cem o ‘ 

19. 1,5¢eem + 4,5¢eem om ‘ 

ll. 1 eem “ + 5,0cem - 


Die Versuchsproben wurden mit je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure vorsichtig unterschichtet und im Colorimeter 
miteinander verglichen. Als Standard diente eine mehrere 
Tage alte Tryptophan—Aldehydreaktion von gleicher Zusammen- 
setzung wie Versuch 1 und von maximaler Farbintensitit. 


























Colorimeter. 
Zeit. d. Votandard| 1 2 8 4 5 6 
Ansetzen 
15 Minaten 10,0 18,9 18.8 19,2 18,8 19,0 16,2 
4 Stunden 10,0 13,7 13,6 13,6 13,5 13,7 13,3 
16 10,0 10,3 11,0 10,1 10,0 11,1 10,1 
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(Fortsetzung.) 
Zeit n. d. Standard 7 8 9 10 11 
Ansetzen 
15 Minuten 10,0 14,5 14.6 13,9 14,1 13,7 
4 Stunden 10,0 13,0 13,0 12.8 12,8 10,9 
> 10,0 10,1 10,1 10,2 10,3 10,0 


Kine erste EKinwirkung auf die Farbstirke der Reaktion 
ist bei Versuchsprobe 6 wahrzunehmen. In dieser Probe sind 
etwa 33,8 mg hydrolysiertes Ovalbumin enthalten. Setzt man 
diese Menge zu einer in der Wirkung unter denselben Reak- 
tionsbedingungen gleichen Mengen Prolin von 4,5 mg in Be- 
ziehung, so kann man fiir das Ovalbumin in hydrolysiertem 
Zustande einen Gehalt von etwa 13,2°/, Prolin plus Oxyprolin 
errechnen, wenn man diese Aminosiuren unter den Hydro- 
lysenprodukten allein fir die Tryptophan—Aldehydreaktion ver- 
antwortlich macht. 


Zusammenfassung. 


In der Arbeit wurde zunichst der EinfluB des Prolins 
auf die Tryptophan—Aldehydreaktion geprift. Dabei wurde 


gefunden, daB& 4,5 mg Prolin gerade geniigen, um bei einer | 


Tryptophankonzentration von 0,6 mg in jeder Versuchsprobe 
einen ersten Kinflu8 auf die Farbstirke der Tryptophan- 
Aldehydreaktion spontan auszuiiben. 

Gelatine zeigte bei Versuchen gleicher Art ein vdllig ver- 
schiedenes Verhalten gegeniiber der Tryptophan—Aldehydreak- 
tion, je nachdem sie in nichthydrolysierter oder hydrolysierter 
Form zur Einwirkung kam. Von hydrolysierter Gelatine 
wurden bedeutend gréBere Mengen bendtigt, um einen ersten 
spontanen Einflu8 auf die Reaktion auszuiiben, als von nicht- 








hydrolysierter. Durch Vergleiche mit den bei den Studien mit © 


Prolin gefundenen Werten konnte annihernd der Gehalt der 
Gelatine an Pyrrolkernen errechnet werden und bei hydroly- 
sierter Gelatine der Gehalt an Prolin plus Oxyprolin. Als 
Voraussetzung wurde hier angenommen, daB der Pyrrolkern 
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bzw. diese beiden genannten Aminosiuren fiir die beschrie- 
bene Kinwirkung auf die Tryptophan—Aldehydreaktion verant- 
wortlich zu machen sind. 

Mit weiteren Proteinen wurden gleiche Versuche angestellt. 
Alle von den untersuchten Kiwei8kérpern — bis auf das 
Serumalbumin — erwiesen sich als imstande, eine Tryptophan— 
Aldehydreaktion des eigenen Tryptophans mit gréBter Farb- 
stirke spontan herbeizufiihren. Es konnte bei den gepriiften 
Proteinen ebenfalls — wie bei der Gelatine — der anniihernde 
Gehalt an Prolin plus Oxyprolin in den Hydrolysenprodukten 
bestimmt werden unter der gleichen Vorausannahme wie bei 
der Gelatine, daB diese beiden Aminosiiuren allein unter den 
hydrolytischen Spaltprodukten beeinflussend auf die Trypto- 
phan—Aldehydreaktion einwirken. 

Weitere Feststellungen in der gleichen Richtung konnten 
an anderen Proteinen gelegentlich der Bestimmung ihres 
Tryptophangehaltes nebenbei gemacht werden und sollen in 
der nachsten Mitteilung mit Erwahnung finden. 

In liebenswiirdiger Weise hatte mir Herr N. Troense- 
gaard-Kopenhagen von ihm aus Proteinen isolierte ,,Proteole“ 
iiberlassen. In qualitativer Hinsicht verhielten sich diese 
Produkte stark beschleunigend in bezug auf die Herbeifiithrung 


der maximalen Farbstirke der Tryptophan—Aldehydreaktion. 


Quantitative Messungen konnte ich leider bisher nicht durch- 
fiihren. 
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Methode zur quantitativen Tryptophanbestimmung und 
Ermittlung des Tryptophangehaltes einiger Proteine. 
Von 
Ernst Komm, 


_—_—_ 


(Aus dem Laboratorium fir physiologische Chemie und Ernahrungsforschung 
an Dr. Lahmanns Sanatorium, Dresden, WeiBer Hirsch.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. April 1926.) 


Die in den vorangehenden Mitteilungen dargelegten Kin- 
wirkungen von bestimmten Stoffen, im besonderen von Proteinen 
auf die Tryptophan—Aldehydreaktion, miissen bei einem Aus- 
bau der Reaktion zur quantitativen Bestimmungsmethode fiir 
das Tryptophan Beriicksichtigung finden. Durch Herstellung 
von Reaktionen, die nicht die gréBte Farbstirke erreicht 
haben, und Benutzung dieser zu colorimetrischen Vergleichen 
werden die Bestimmungen fehlerhaft. Setzt man zwei Trypto- 
phan—Aldehydreaktionen an, einmal mit einer bestimmten 
Menge freiem Tryptophan und dann mit einer abgewogenen 
Menge Casein und vergleicht kurze Zeit nach dem Ansetzen 
die fertigen Reaktionen miteinander im Dubosqcolorimeter zum 
Zwecke der Bestimmung des Tryptophangehaltes im Casein 
unter Beziehung auf die Reaktion mit freiem Tryptophan als 
Standard, so erhilt man ein falsches Resultat. Wihrend nim- 
lich die Reaktion mit Casein sofort mit gréBter Farbstirke 
eintritt, so hat die Reaktion mit freiem Tryptophan eine maxi- 
male Farbintensitit bei weitem noch nicht erreicht. Bei der 
Auswertung dieser Vergleiche mu8 also der Tryptophangehalt 
des Caseins zu hoch befunden werden. Zur Vermeidung dieses 
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Fehlers ist es unbedingt notwendig, nur eine Standardprobe 
mit gréBter Farbintensitéat zu quantitativen Vergleichen zu be- 
nutzen. Solche Proben stellt man sich am _ vorteilhaftesten 
durch Zugabe geringer Mengen Gelatine (1 com 5°/,iger Ge- 
latinelésung) zum Reaktionsansatz mit freiem Tryptophan her. 
Die Reaktion fallt dann sofort — wie im vorangehenden Bei- 
trag bereits angefiihrt — mit gréBter Farbstirke aus. 


Nun ist festgestellt worden, daB auch einige Proteine nicht 
imstande sind, die Aldehydreaktion ihres Tryptophans mit gréBter 
Farbstirke kurze Zeit nach dem Reaktionsansatz herbeizu- 
fihren. Es ist bei diesen ein Gelatinezusatz beim Anstellen 
der Reaktion ebenfalls unerliBlich. Der Einfachheit halber 
und aus Griinden zur Wahrung der Gleichheit empfiehlt es 
sich, zu allen Ansitzen der Tryptophan—Aldehydreaktion — 
auch bei Proteinen, deren Wirkung auf die Reaktion bekannt 
ist —- stets eine geringe Menge Gelatinelésung hinzu- 
zufiigen. 

Unter Beriicksichtigung dieser Erwigungen habe ich die 
giinstigsten Bedingungen fir die ‘Tryptophanreaktion mit 
Formaldehyd und p-Dimethylaminobenzaldehyd zur quanti- 
tativen Tryptophanbestimmung ausgepriift und auf ihnen 
basierend eine Methode festgelegt. Die Beschreibung dieser 
Methodik erfolgt im Versuchsteil in allen Einzelheiten. In 
einigen Proteinen habe ich mit der Methode quantitative 
Tryptophanbestimmungen durchgefiihrt und dabei die in der 
ersten Spalte der nachfolgenden Tabelle angegebenen Werte 
erhalten. In den benachbarten Spalten sind die Werte einiger 
Bestimmungen anderer Autoren — Fiirth und Dische}), 
Tillmanns und Alt?), Folin und Looney‘), May und Rose’), 
K. und H. Salkowski5) — als Vergleichsdaten angegeben. 


') Fiirth u. Dische, Biochem. Zs. Bd. 146, S. 275 (1924). 

*) Tillmanns u. Alt, Biochem. Zs. Bd. 164, S. 135 (1925). 

*) Folin u. Looney, Journ. of biol. Chem. Bd. 51, S. 421 (1922). 

*) May u. Rose, Journ. of biol. Chem. Bd. 54, S. 213 (1922). 

*) E. u. H. Salkowski, vgl. Angabe in Fiirth u. Nobel, Bio- 
chem. Zs. Bd. 109, S. 105 (1920). 
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—— Furth u.{Tillmanns]Folin u.| May uJ E. u. H. 
Proteine Dische | u. Alt JLoonay} Rose |Salkowski 
lo Io lo 6 °/o "lo 
Ovalbumin . . .| 1,43 i,8 — om ei _ 
Kigelbalbumin . .| 1,67 -— ™ — a ae 
Eigelb-Vitellin. .] 1,40 — ‘ iia 2 ‘ 
GesamteiereiweiB .| 1,25 _ 1,24 1,28 1,1 on 
Blutalbumin . .| 2,66 1,2 — — — _ 
Blutglobulin . .} 2,49 $,1 -- 2,28 — — 
Blutfibrin . . .| 2,08 _ — _ _ 2.21 
Pflanzenfibrin . .| 0,40 “— — _ _ ine 
Legumin. . . .}| 1,35 — -- _— a = 
Kryst. Eiwei8 aus 5.29 ae a - _ _ 
Antiaris toxic. ai 
_ ‘ 
gerry _ | 1,46 a ae ah _ a 
Gelatine. . . . 0 0 — 0 0 




















Es besteht z. T. eine gute Ubereinstimmung meiner Resul- 
tate mit den Werten anderer Methoden, im besonderen mit 
denen der Methode von Tillmanns und Alt. Es sei an dieser 
Stelle hervorgehoben, daB die von mir angegebene Methode 
zur 'T'ryptophanbestimmung im Vergleich zu anderen Tryptophan- 
bestimmungsmethoden meines Erachtens verhiiltnismiBig ein- 
fach und ohne gro8en Zeitaufwand durchfiihrbar ist. Nur die von 
Tillmanns und Alt beschriebene Methode kiime in dieser 
Beziehung der meinen gleich. Bei schwer auflésbaren Proteinen 
(z. B. Elastin, Keratin usw.) glaube ich allerdings, daB man 
vorteilhafter mit den von mir angegebenen Ausfiihrungsbestim- 
mungen arbeitet, da dann ein vorheriger AufschluB des 
Proteins nicht notwendig ist. Bei feinster vorheriger mechani- 
scher Zerkleinerung lésen sich alle Proteine sehr leicht aut 
bei der Einwirkung der konzentrierten Schwefelsiure auf das 
salzsaure Lésungsgemisch. 


Experimenteller Teil. 
Auf Grund aller Feststellungen der beiden vorangehenden 
Beitriige III. und IV. empfiehlt es sich, bei einer quantitativen 
Bestimmung des Tryptophans in Proteinen nach der Trypto- 
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phan—Aldehydreaktion in der nachfolgend beschriebenen Weise 
zu verfahren. 

Als wichtigste Vorbedingung zur quantitativen Trypto- 
phanbestimmung auf colorimetrischem Wege ist darauf zu 
achten, daB man sowohl bei der als Standard dienenden 
Lésung, als auch bei der zu untersuchenden eine Tryptophan— 
Aldehydreaktion mit gréBter Farbstiirke zur Auswertung bringt. 
Benutzt man z. B. eine Reaktion von freiem Tryptophan, die 
erst nach langerem Stehen eine maximale Farbstirke er- 
reicht, kurze Zeit nach dem Ansetzen als Standardlésung oder 
auch zur Bestimmung ihres Tryptophangehaltes nach dem 
colorimetrischen Verfahren, so erhilt man natiirlich vollig 
falsche Resultate. Es ist also unbedingt notwendig, daB man 
einer solchen Reaktionsprobe einen die maximale Farbstiirke 
beschleunigt herbeifiihrenden Stoff zusetzt. Es eignet sich 
hierzu am besten eine Gelatinelésung. Ein Zusatz von Gela- 
tine ist auch zu empfehlen beim Ansatz von Tryptophan— 
Aldehydreaktionen mit Proteinen. Abgesehen von dem Vorteil 
des einheitlichen Ansatzes der jeweiligen Standardprobe und 
Vergleichsprobe, so ist am Beispiel des Serumalbumins gezeigt 
worden, dab nicht alle Proteine befahigt sind, eine Aldehyd- 
reaktion ihres eigenen Tryptophans spontan mit gréBter Farb- 
stirke herbeizufiihren. Zu Reaktionen mit solchen Proteinen 
muB ein Gelatinezusatz hinzukommen, um Bestimmungsfehler 
zu vermelden. 

Die Standardlésung bereitete ich durch Lésen einer ein- 
gewogenen Menge reinsten T'ryptophans in einer bestimmten 
Menge Wasser. Von dieser Lisung bekannter Konzentration 
nahm ich jeweils 2 ccm und versetzte diese mit 2 ccm einer 
Dimethylaminobenzaldehydlésung in 10°/,iger Salzsiure oder 
mit 2 ccm einer salzsauren Formollésung, deren Konzeatration 
so bemessen war, daB das Gesamtvolumen der fertigen Reaktion 
0,375°/,ig an Formaldehyd war. Dann figte ich weiterhin 
1 ccm einer Gelatinelésung hinzu und 5 ccm einer 10°/,igen 
Salzsiiure. Das Lisungsgemisch wurde mit 10 ccm einer kon- 
zentrierten Schwefelsiure unterschichtet. Die Schwefelsiiure 
kam dann allmahlich zur Verteilung iiber das Gesamtvolumen, 
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und die Farbreaktion trat ein. Auf Grund aller Erfahrungen ist 
diese Standardreaktion dann nach dem Abkiihlen und nach etwa 
20 Minuten langem Stehenlassen zu colorimetrischen Vergleichen 
verwendbar, da sie die maximale Farbstiirke erreicht hat. 

Die Herstellung der auf ihre Konzentration zu _ unter- 
suchenden Tryptophanreaktionen erfolgte in der gleichen Weise. 
War der Stoff in Wasser léslich, so wurde die Liésung zum 
Ansatz der Tryptophan—Aldehydreaktion benutzt. Bei unlis- 
lichen bzw. schwer léslichen Substanzen — wie es ja bekannt- 
lich die meisten Proteine sind — wurde eine Aufschwemmung 
in Wasser zur Herstellung der Reaktion benutzt. Die Kon- 
zentration der zu untersuchenden tryptophanhaltigen Stoffe in 
dem Reaktionsgemisch wurde nach Méglichkeit so bemessen, 
daB die Reaktionsfarbstarke annihernd der Farbstairke der 
Standardlésung gleich war. Der colorimetrische Vergleich wird 
dadurch wesentlich genauer. Der Gehalt der zu untersuchenden 
Substanz an Tryptophan kann durch einen Vorversuch in den 
in Frage kommenden Grenzen leicht ermittelt werden. 

Die eingewogene, zu priifende Substanz wird in 2 ccm 
Wasser gelést bzw. aufgeschwemmt, und mit 2 ccm einer salz- 
sauren Aldehydlésung (Konzentration wie oben angegeben) ver- 
setzt. Dann wird 1 ccm einer 5°/,igen Gelatinelésung in 
10°/,iger Salzsiure und 5 ccm 10°/,ige Salzsiure hinzugefiigt 
und mit 10 ccm konzentrierter Schwefelsiure unterschichtet. 
Durch vorsichtiges Umschiitteln wird die Schwefelsiure all- 
mihlich tiber das gesamte Reaktionsgemisch verteilt, und es 
tritt dabei die Farbreaktion ein. Schwer lésliche Proteine 
gehen bei diesem Vorgang meist vollstindig in Lésung. Ein 
Aufschlu8 der letzteren durch Alkali usw. ist mithin in den 
allermeisten Fallen vor dem Anstellen der Tryptophanreaktion 
nicht nétig. Nach dem Abkiihlen bzw. nach einem Stehen- 
lassen von etwa 15—20 Minuten kann die so bereitete Reak- 
tionsprobe zur colorimetrischen Bestimmung benutzt werden. 


I. Tryptophanbestimmung im Ovalbumin. 


In der beschriebenen Weise bestimmte ich in einigen 
Proteinen den Gehalt an Tryptophan. Zunichst untersuchte 
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ich das Ovalbumin. Die Herstellung dieses Proteins ist be- 
reits in der vorangehenden Mitteilung beschrieben worden. 

Ks wurden von dem fein pulverisierten, getrockneten 
Proteinpraparat eingewogen und kamen wie folgt zum Ansatz: 
el. = 0,0409 g; e2. = 0,0395 g; €3. = 0,0843 g; e4. = 0,0302 g. 

Die Einwagen wurden mit 2 ccm Wasser versetzt und 
darin gelést bzw. aufgeschwemmt, Dann fiigte ich weiterhin 
hinzu: 


el. 2 ccm 0,25°/,ige Dimethylamino- + 6 ccm ) 


e2. 2 cem benzaldehydlésung + 5ecm 10°/,ige + 1 cem* 
e3. 2 ccm 3,75 mg°/,ige Formol- + 6ccm Salzsaiure 
e4, 2 cem lésung + 5ecem + 1ceem* 


*5°/,ige Gelatinelésung in 10°/,iger HCl. 

Die Lisungsgemische wurden mit konzentrierter Schwefel- 
siure vorsichtig unterschichtet, und durch allmihliches Ver- 
teilen der Saéure iiber die Gesamtfliissigkeit wurde die Farb- 
reaktion hergestellt. Es lésten sich dabei die feinen Protein- 
partikelchen vollstindig auf. Die Reaktionsproben verglich ich 
20 Minuten nach dem Ansatz im Dubosqcolorimeter mit Trypto- 
phanstandardlésungen, die wie die Proben e2 und e4 be- 
reitet waren und 0,6934 mg Tryptophan entsprachen. Als 
Resultate wurden gefunden: 

el. Colorimeterablesung: S/e:S/Tr.-St. (1) = 11,77 (2): 10. 
Daraus ergibt sich das Verhiltnis: 
2:0,6934 = 10:11,77 = 0,58 mg Tryptophan. 
Das entspricht: 1,41°/, Tryptophan. 
e2. Colorimeterablesung: S/e: $/Tr.-St. = 13,00: 10. 
6,934 
13,00 
e3. Colorimeterablesung: S/e:S/Tr.-St. = 13,77: 10. 
Das entspricht: «# = 6,934/13,77 = 0,50 mg = 1,45°/, Tryptophan. 
e4. Colorimeterablesung: S/e:$/Tr.-St. = 15,40: 10. 

Das entspricht: 2 = 6,934/15,4 = 0,45 mg = 1,49°/, Tryptophan, 

Aus den vier gefundenen Werten errechnet sich als Mittel 
der Gehalt des Ovalbumins an Tryptophan zu 1,48°/,. Aus 


Das entspricht: 2 = 





= 0,5 mg = 1,386°/, Tryptophan. 





) §/Tr.-St. = Schichtendicke der Tryptophanstandardlésung, S/e = 
Schichtendicke der zu untersuchenden Lésung. 
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den Werten geht ferner hervor, daB — in Ubereinstimmung 
mit den Befunden im vorigen Beitrag — das Albumin des 


HiereiweiBes befahigt ist, eine Reaktion seines Tryptophans 
mit Aldehyd mit maximaler Farbstirke spontan herbeizufiihren. 
Der Gelatinezusatz in den Proben e2 und e4 war ohne Ein- 
fluB auf die Farbstirke. Ferner zeigen die Untersuchungen, 
daB die Reaktionen mit Formol und Dimethylaminobenzaldehyd 
iibereinstimmende Resultate ergeben. 


II. Tryptophanbestimmung im Albumin aus Eigelb. 


Das Protein war nach den iiblichen Methoden der Ge- 
winnung von Albuminen in amorpher Form aus dem Eigel) 
dargestellt worden. Es wurde durch Behandeln bei 80—90’ 
im Trockenschrank kombiniert mit einem Vakuum getrocknet 
bis zur Gewichtskonstanz. Von dieser trockenen, feinpulveri- 
sierten Proteinsubstanz wog ich die folgenden Mengen ein und 
benutzte sie zur Tryptophanbestimmung: 

el. = 0,0171 g; e2. = 0,0824 g; e3. = 0,0262 g. 

Die Kinwagen wurden mit je 2 ccm Wasser versetzt und 

auBerdem mit: 


pape tt 3,75 mg°/,ige Foarmollésung iidenciad. 
ri o P 
e2. 2ccmj ’ 5 10'S -+5cem { 10°%/,ige + 1ecm* 
0,25°/,ige Dimethylamino- Salzs. 
e3. 2 cem | ‘ 016 = - 5 ccm + 1 ccm’ 
benzaldehydlésung 


*5°ige Gelatinelésung in 10°/,iger HCl. 


Die Proben wurden mit je 10 ccm konzentrierter Schwetel- 
siiure sehr vorsichtig versetzt. Es gingen dabei die restlichen 
ungelésten Proteinteilchen in Liésung. Der colometrische Ver- 
gleich geschah mit Tryptophanstandardlésungen, die wie e2 
und e3 bereitet waren und einen Gehalt von 0,6933 mg 
Tryptophan besaen. 

el. colorimetrische Ablesung: S/e:S/Tr.-St. = 12,00: 5. 

Das entspricht: x = 0,6933 x 5/12 = 0,289 mg = 1,69°/, Tryptophan. 
e2. Colorimeterablesung: S/e: S/Tr.-St. = 12,8: 10. 

Das entspricht: x = 6,933/12,8 = 0,54 mg = 1,66°/, Tryptophan. 
e3. Colorimeterablesung: S/e:S/Tr.-St. = 15,8: 10. 

Das entspricht: 2 = 6,993/15,8 = 0,44 mg = 1,67°/, Tryptophan. 
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Als Mittelwert errechnet sich 1,67°/, Tryptophan fiir das 
Higelbalbumin. Ferner geht aus den Werten hervor, daB der 
Gelatinezusatz ohne Einwirkung auf die Reaktionsfarbstirke 
leibt. Mithin ist das Albumin befihigt, eine Tryptophan— 
Aldehydreaktion seines eigenen Tryptophans mit gréBter Farb- 
stirke selbst spontan herbeizufiihren. Die Resultate des Re- 
aktionsansatzes mit Formol und JDimethylaminobenzaldehyd 
stimmen ebenfalls sehr gut iiberein. 


III. Tryptophanbestimmung in dem Gesamteiereiwei8. 


Das Hiwei8 mehrerer Hiihnereier wurde in Wasser sus- 
pendiert. Die wiiBrige Lisung wurde filtriert. Durch schwaches 
Ansiiuren mit Essigsiiure und Kochen koagulierte ich das Ei- 
weiB. Das Koagulum wurde im Vakuum getrocknet und kam 
in fein pulverisiertem Zustande zur Tryptophanbestimmung. 

el. = 0,0293 g; e2. = 0,0350g; e3. = 0,0247g¢. 

Die eingewogene Proteinsubstanz versetzte ich mit je 
2ccm Wasser und fiigte dann hinzu: 


el. 2ccm . Ss re + 6 cem 
| 3,75 mg°/,ige Formollésung — - Pear ; ‘i 
e2. 2ceem J + 5cem{ 10°/,ige + 1ecm 
0,25°/,ige Dimethylamino- 1 HCl 
e3. 2cem 1 9,89 folB Niel 5 cem | + 1 cem* 
J benzaldehydlésung | 


~ 


5°/,ige Gelatinelésung in 10°/,iger HCl. 


Die Versuche wurden mit je 10 ccm _ konzentrierter 
Schwefelsiure unterschichtet. Beim allmihlichen Verteilen der 
Siure iiber die Gesamtiliissigkeit lésten sich die Proteinteilchen 
auf und die Farbreaktion trat ein. Nach etwa 20 Minuten 
wurden die Reaktionen im Dubosqcolorimeter verglichen mit 
Standardlésungen gleicher Zusammensetzungen wie e2 und e3, 
die einen Gehalt von 0,6933 mg Tryptophan besaBen. 

el. Colorimeterablesung: S/e:S/Tr.-St. = 10:5. 

Das entspricht « = 0,6933 x 5/10 = 0,347 mg = 1,18°/, Tryptophan. 
e2. Colorimeterablesung: S/e:S/Tr.-St. = 14,5: 10. 

Das entspricht: 2 = 6,933/14,5 = 0,477T7 mg = 1,36°/, Tryptophan. 
e3. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.:S/e = 7: 16,2. 

Das entspricht: « = 0,6933 x 7/16,2 = 0,3 mg = 1,21°/, Tryptophan. 


Aus diesen gefundenen Werten errechnet sich 1,25” , 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLVI. 14 
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Tryptophan als der mittlere Gehalt des GesamteiweiBes des 
Hiihnereies an dieser Aminosiure. 

Wie aus den Werten hervorgeht, ist dieses Protein selbst 
imstande, mit seinem eigenen Tryptophan eine Aldehydreaktion 
von gréBter Farbstarke spontan hervorzubringen. Der Gela- 
tinezusatz war ohne EinfluB auf die Farbintensitét. Die Werte 
der Formol- und Dimethylaminobenzaldehydprobe stimmen gut 
iiberein. 


IV. Tryptophanbestimmung im Vitellin des Eigelbs. 


Das Protein gewann ich nach dem Verfahren von Os- 
borne und Campbell’) aus Hihnereierdotter. Das Eigelb 
wurde mit Sand vermischt, bis zur Trockne behandelt und 
dann das Gemisch in feinpulverisiertem Zustande im Soxhlet- 
apparat bis zur Erschépfung mit Ather extrahiert. Der Ex- 
traktionsriickstand wurde dann mit 10°/,iger Kochsalzlésung 
behandelt. Das Vitellin war in die Kochsalzlésung hinein- 
gegangen und wurde durch Verdiinnen mit Wasser aus dieser 
gefallt. Durch erneutes Lésen in einer Kochsalzlésung und 
Fallen durch Wasserzusatz wurde das Protein gereinigt. Nach 
dem Trocknen bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum hinter- 
blieb ein farbloses, amorphes Pulver, in dem die Tryptophan- 
bestimmungen ausgefiihrt wurden. 

el. = 0,0483 g; e2.=0,0418 g; e3. = 0,0112 g. 

Diese Kinwagen wurden in 2 ccm Wasser aufgeschwemmt 

und wie folgt mit den Reaktionsagenzien versetzt: 


10"/oige + 1 ecm’ 


e2. 2ccm benzaldehydlésung +5ceem}.. '° 
Salzsiure 30 y com? 


e3. 2eem  3,75mg?/,ige Formollésung + 5 cem 
*5°,ige Gelatinelésung in 10°/,iger HCl. 

Die Proben wurden allmahlich mit je 10 ccm konzen- 
trierter Schwefelsiure versetzt. Es lésten sich dabei die 
Vitellinpartikelchen auf. Zum _ colorimetrischen Vergleich 
wurden Standardlésungen von Tryptophan benutzt, die in 
Bezug auf die Volumverhiltnisse wie die Versuche e2 und es 


el. 2ccm 0,25°/,ige Dimethylamino- + 6 cn | 


!) Osborne und Campbell, Journ. Americ. Chem. Soe. Bd. 22, 
S. 413 (1900). 
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bereitet waren und einen Tryptophangehalt von 0,6934 mg 
besaBen. 
el. Colorimeterablesung: §/Tr.-St.:S/e = 10: 11,2. 
Das entspricht: # = 6,934/11,2 = 0,62 = 1,40°/, Tryptophan. 
e2. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.:S/e = 10:12. 
Das entspricht: « = 6,934/12,0 = 0,58 mg = 1,39°/, Tryptophan. 
e8. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.:S/e = 2,5: 11. 
Das entspricht: « = 0,6934 x 2,5/11 = 0,157mg = 1,40°/, Tryptophan. 
Das Vitellin aus Eigelb enthalt mithin 1,40°/, Trypto- 
phan. Es ist auf Grund der Ergebnisse selbst imstande, eine 
Aldehydreaktion seines eigenen Tryptophans mit maximaler 
farbstarke sofort nach dem Reaktionsansatz zu bewirken 
Der Gelatinezusatz war ohne EinfluB auf die Farbintensitit 
der Reaktion. Die Resultate der Proben mit Formaldehyd 
und Dimethylaminobenzaldehyd stimmen iiberein. 


V. Tryptophanbestimmung mit Blutalbumin. 


Das Protein war ein krystallines Praparat. Nach dem 
guten Trocknen bis zur Gewichiskonstanz und in feinpulveri- 
sierter Form benutzte ich es zur Tryptophanbestimmung. 

el. = 0,0651 g; e2. = 0,0268¢; e3. = 0,0266 g; e4. = 0,0140 g. 

Die Einwage schwemmte ich in je 2 ccom Wasser auf und 
ligte ferner hinzu: 
el. 2cem) 0,25°/,ige Losung von + 6 cem ~ 
e2. 2cemJ Dimethylaminobenzaldehyd + 5 cem 10°/,ige + 1 ecem* 
e3. 2 on 3,75 mg °/,ige Formol- + 6 cem Salzsiiure 
e4, 2ecm 


losung + 5 cem + 1 ccm* 


*5°/,ige Gelatinelésung in 10°/,iger HCl. 

Die Versuchsproben wurden mit je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure unterschichtet; die Schwefelsiiure wurde dann 
allmahlich auf das Gesamtvolumen verteilt. Die Proben e2 
und e4 mit Gelatinezusatz bildeten dabei einen zu erwartenden 
blauvioletten Farbton unter Auflésung der Proteinpartikelchen. 
In Versuch e1 und e3 dagegen entstand dieser Farbton nicht, 
sondern nur eine schwache Violettfarbung, die allmihlich in 
eine schmutzige Dunkelfarbung tiberging. Im Colorimeter war 


nur Probe e2 und e4 vergleichbar. Als Standard dienten 
14* 
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Tryptophan—Aldehydreaktionen, die wie diese beiden Proben 
in bezug auf die Volumverhiltnisse bereitet waren und einen 
Tryptophangehalt von je 0,6934 mg aufwiesen. 
e2. Colorimeterablesung: S’Tr.-St.:S/e = 10: 10,08. 
Das entspricht: x = 6,934/10,08 = 0,68 mg = 2,53°/, Tryptophan. 
e4, Colorimeterablesung: S/Tr.-St.:8/e = 10: 17,5. 
Das entspricht: « = 6,934/17,5 = 0,39 mg = 2,78°/, Tryptophan. 
Im Mittel enthilt das Blutalbumin 2,66°/, Tryptophan. 
Auf Grund der bereits angegebenen Verhialtnisse der Trypto- 
phan—Aldehydreaktion ohne Gelatinezusatz scheint das Blut- 
albumin nicht imstande zu sein, eine Reaktion seines 'T'rypto- 
phangehaltes mit maximaler Farbintensitit spontan hervor- 
zubringen. Dieser befund steht in vollem EKinklang mit den 
Ergebnissen des vorangehenden Beitrags am gleichen Protein. 
Die Resultate der Tryptophanreaktion mit Formol und Di- 
methylaminobenzaldehyd stimmen gut tberein. 


VI. Tryptophanbestimmung im Blutglobulin. 


Das Blutglobulin verwandte ich zu den folgenden Re- 
stimmungen in amorpher, feinpulverisierter Form. Das Pri- 
parat war durch vorsichtiges Behandeln bei 80—90° im Vakuum 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet worden. 

el. = 0,0262 g; e2. = 0,0298 g; e3. = 0,0245 g; e4. = 0,0266 ¢. 


Nach dem Aufschwemmen der Kinwagen in je 2 ccm Wasser 
wurden hinzugefiigt: 


el. 2cem | 0,25°/,ige Lésung von -+ 6 cem | 

e2. 2ecm J Dimethylaminobenzaldehyd + 5 cem | 10°/,ige + 1 cem 

e3. 2 eem am a m Salzsiure 
| 3,75 mg °/,ige Formollésung + 6 ccm | 

e4. 2 ecm i + 1 ecem 


* 5°%,ige Gelatinelésung in 10°/,iger HCl. 


Die Proben wurden ailminblich mit je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure versetzt. Dabei entstanden im Versuch el. unc 
e3, nur eine ganz schwache Farbung — im Vergleich zu dew 
Proben e2. und e4. —, die in einen braunen Farbton iiber- 
ging. Die Proben mit Gelatinezusatz e2. und e4. wurden in 
iiblicher Weise tiefviolett gefiirbt. Nur diese beiden Versuche 
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konnten im Colorimeter ausgewertet werden. Als Standard 
kamen Tryptophanreaktionen in Anwendung, die wie die Ver- 
suchsproben e2. und e4. bereitet waren und einem ‘Tryptophan- 
cehalt von 0,6934 mg entsprachen. 
e2. Colorimeterablesung: S/Tr.-St:S/e = 10: 9,87. 
Das entspricht: 2 = 6,934/9,87 = 0,70 mg = 2,38° 
e4, Colorimeterablesung: S/Tr.-St:S/e = 9,89. 
Das entspricht: a = 6,934/9,89 = 0,70 mg = 2,63°/, Tryptophan. 


, Eryptophan. 


Als Mittelwert resultiert fiir das Blutglobulin ein Trypto- 
phangehalt von 2,49°). Das Blutglobulin ist nicht imstande, 
mit seinem ‘Tryptophan spontan eine Aldehydreaktion mit 
crdBter Farbstiirke hervorzubringen. Es geht dieses aus den 
Versuchen el. und e3. hervor. Die Reaktionen mit Form- 
aldehyd und Dimethylaminobenzaldehyd weisen eine gute 
Ubereinstimmung auf. 


VII. Bestimmung des Tryptophans im Blutfibrin. 
Das Fibrin gewann ich durch Schlagen von Oxalatplasma. 
Jurch langes Behandeln im flieBenden Wasser wurde es mdg- 
lichst weitgehend gereinigt. Durch Nachspiilen mit 0,6°/, iger 


Kochsalz- und 10°/,iger Kochsalzlésung, ferner — nach er- 
ueutem Auswaschen mit Wasser — durch Wiissern mit einer 


0,02°/ igen Ammoniaklésung wurde es weiterhin  gereinigt. 
Nie Flocken wurden durch vorsichtige Behandlung im Vakuum 
getrocknet und in dieser Form zur Tryptophanbestimmung 
denutzt. 

el. = 0,0399 g; e2. = 0,0264 g; e3. = 0,0513 g5 e4. = 0,0322 g. 


Die Kinwagen wurden mit je 2 ccm Wasser versetzt und 
weiterhin mit 


el. 2 ccm 0,25°/,ige Lésung von + 6 cem 


Dimethvlaminobenzaldehyd + 5 ecem | 10°/,ige + 1 eem* 
} 19 


-2cem | ... ‘ort i 2 Salzsiiure 
3,75 mg°/,ige Formollésung + 6 ecm 


» ») ¢ 
¢ 


2. 2 ecem 
> 


e4. 2ecem | + 1 eem* 


* 5°/,ige Gelatinelésung in 10°/,iger HCl. 
Zu den Proben wurden je 10 ccm Schwefelsiiure langsam 
uinzugegeben. Dabei trat in den Versuchen e2. und e4. die 
Neaktion mit zu erwartender Farbstiirke ein. Versuche el. 
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und e3. wiesen ganz andere, bedeutend schwichere Farbtine 
auf und waren infolgedessen im Colorimeter nicht auswerthar. 
Als Standardlésungen fiir e2. und e4. verwandte ich Trypto- 
phanreaktionen, die wie diese in den Volumverhiiltnissen |e. 
reitet waren. 
e2. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.:S/e = 10: 11,8. 
Das entspricht: x = 6,934/11,8 = 0,53 mg = 2,10°/, Tryptophan. 
e4. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.: S/e = 10: 10,5. 
Das entspricht: x = 6,934/10,5 = 0,66 mg = 2,05°/, Tryptophan. 
Als Mittelwert errechnet sich fiir das Blutfibrin ein Ge- 
halt von 2,08°/, Tryptophan. Wie aus den Ergebnissen der 
Versuche el. und e3. zu schlieBen ist, besitzt das Blutfibrin 
nicht die Fahigkeit, eine Tryptophan—Aldehydreaktion seines 
eigenen Tryptophans mit gréBter Farbstarke in kurzer Zeit 
nach dem Ansatz der Reaktion hervorzubringen. Um richtige 
Werte fiir das Tryptophan des Fibrins zu erhalten, muB man 
diesen Bestimmungen Gelatine zusetzen. 


VIII. Tryptophanbestimmung im Fibrin aus Pflanzen. 
In fein pulverisierter, gut getrockneter Form verwandte 
ich dieses Fibrin zur Tryptophanbestimmung. 
el. = 0,0240 g; e2. = 0,0503 g; e3. = 0,0320 g. 
Die Einwagen wurden mit je 2ccm Wasser aufgeschwemmt 
und dann versetzt mit: 


el. 2 cem 0,25°/,ige Losung von + 6 ccm , 
a °/,ige 
e2. 2cem ) Dimethylaminobenzaldehyd + 5cem ;? , ||. -+- 1 cem 
‘ ar ‘ Salzsiure | 
e3. 2eem 3,75 mg®/,ige Formollésung + 5 cem + 1 cem 


* 5°/,ige Gelatinelésung in 10°/,iger HCl. 


Die Proben wurden allmihlich mit je 10 ccm konzen- 
trierter Schwefelsiure versetzt: es trat in allen dreien eine 
gleich starke Reaktion ein. Die Proteinteilchen lésten  sicl 
beim Schwefelsiiurezusatz. Als Standard zur colorimetrische: 
Auswertung der Reaktion verwandte ich Aldehyd—Tryptophan- 
reaktionen, die wie die Versuche e2. und e3. bereitet waren 
und eine Tryptophankonzentration von 0,6934 mg aufwiesen. 
e1. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.: S/e = 2,5: 17,5. 

Das entspricht: 2 = 2,52 0,6934/17,5 = 0,099 mg = 0,41°/, Tryptophan. 








or 
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e2. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.:S/e = 5: 16,8. 

Das entspricht: x = 5 X 0,6934/16,8 = 0,2 mg = 0,39°/, Tryptophan 
e3. Colorimeterablesung: S/Tr.-Tt.:S/e = 3: 16,6. 

Das entspricht: « = 3 X 0,6934/16,6 = 0,125mg = 39°', Tryptophan. 

Das Pflanzenfibrin enthalt im Mittel 0,40°/, Tryptophan. 
Dieses Protein ist selbst imstande, mit seinem Tryptophan eine 
Aldehydreaktion von maximaler Farbstarke spontan hervor- 
zubringen. Gelatinezusatz ist im Vergleich zu den Proben 
ohne diesen Zusatz ohne Einflu8 auf die Reaktionsfarbstirke. 


IX. Tryptophanbestimmung im Legumin. 


Das Legumin war aus Erbsen in der iiblichen Weise als 
amorphes weiBes Pulver gewonnen worden. Nach dem Trocknen 
bei 80—90° im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz benutzte 
ich das Protein zur Tryptophanbestimmung. 

el. = 0,0184 g; e2. = 0,0202 g. 

Nach dem Aufschwemmen dieser Proteineinwagen in je 

2 ccm Wasser setzte ich weiterhin hinzu: 


el. 2cem 3,75 mg°/sige Formollésung + 5 ccm 0) s.. * 1 cem* 
; : , 10°/,1ge 
0,25°/,ige Dimethylamino- “ ef ? : 
e2. 2eem s + 5ecem Salzsiure -+- 1 cem* 
benzaldehydlésung 


5°',ige Gelatinelésung in 10°/,iger HCl. 


Die Versuchsproben wurden mit je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure allmahlich unterschichtet. Bei der Verteilung 
der Schwefelsiiure auf das Gesamtvolumen gingen die Protein- 
teilchen in Lésung und es bildete sich die Farbreaktion. Als 
Standard zum colorimetrischen Vergleich bereitete ich Trypto- 
phan—Aldehydreaktionen von der gleichen Volumzusammen- 
setzung wie die Versuchsproben. Die Standardlésungen be- 
saBen einen Tryptophangehalt von je 0,6933 mg. 
el. Colorimeterablesung: $/Tr.-St. = S/e = 8: 21,5. 

Das entspricht: x = 8 x 0,6933/21,5 = 0,258 mg = 1,40°/, Tryptophan. 
e2. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.:S/e = 5: 13,3. 

Das entspricht: « = 5 x 0,6933/13,3 = 0,26 mg = 1,29°/, Tryptophan. 

Das Legumin enthilt als Mittelwert 1,35°/, Tryptophan. 
Das Ergebnis der Reaktionen mit Formol und Dimethylamino- 
benzaldehyd stimmt gut iiberein. 
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X. Tryptophanbestimmung in dem krystallisierten Eiweifs 
aus dem Milchsaft von Antiaris toxicaria. ') 

Durch Umkrystallisieren aus heiBem Wasser reinigte ich 
die EiweiBkrystalle. Nach dem Trocknen bis zur Gewichts- 
konstanz bei 100° benutzte ich das Protein zur Tryptophan- 
bestimmung. 

el. = 0,0318 g; e2. = 0,0444 g; e3. = 0,0256 g. 

Die Einwagen wurden mit je 2 ccm Wasser versetzt und 

weilterhin mit 


o3. See 3,75 mg°®/,ige Formollésun — 
e2. 2eem J ~°’ 8 lols 6 + 5 ecem | 10°/,ige + 1 cem* 
0,25°/,ige Dimethylamino- Salzsaiure 
e3. 2ecm 25 "/o18 iy | + 5e¢em + 1 ccm 
benzaldehydlésung 


* 5°/, Gelatinelésung in 10°/,iger HCl, 


Nach dem Unterschichten und Vermischen mit je 10 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure trat die Farbreaktion ein. Zwischen 
der Farbstiirke von el. und denen von e2. und e3. bestand 
ein deutlich sichtbarer Unterschied. Als Vergleichsstandard 
wurden ‘'ryptophan—Aldehydreaktionen benutzt, die wie e2. 
und e3 bereitet waren und deren Gehalt 0,6933 mg Trypto- 
phan betrug. 

el. Colorimeterablesung: 8/Tr.-St.:S/e = 10: 9,4. 

Das entspricht: « = 6,933/9,4 = 0,73 mg = 2,3°/, Tryptophan. 
e2. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.: S/e = 10: 3,8. 

Das entspricht: 2 = 6,933/3,8 = 2,31 mg = 5,20°/, Tryptophan. 
e3. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.:S/e = 10:5. 

Das entspricht: « = 6,933/5 = 1,38 mg = 5,38°/, Tryptophan. 

Der Wert der ersten Einwage ist zu niedrig. Der 
Gelatinezusatz hat einen Einilu8 auf die Farbstirke der 
Reaktion. Das Protein ist mithin nicht imstande, mit seinem 
Tryptophan eine Aldehydreaktion mit sofortiger maximaler 
Farbstiirke hervorzubringen. 

Als Mittelwert der Versuche e2. und e3. errechnet sich 
ein Gehalt an Tryptophan von 5,29°/, fiir das EHiweifi aus 
Antiarisharz. Die Resultate der Reaktion mit Formol und 
p-Dimethylaminobenzaldehyd stimmen gut iiberein. 


1) Kotake u. Knoop, Zs. physiol. Chem. Bd. 75, S. 488 (1912). 
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XI. Tryptophanbestimmung im Myosin. 

Das amorphe, feingepulverte Protein (aus Rindertleisch 
cewonnen) verwandte ich nach dem Trocknen bis zur Gewichts- 
konstanz zur Bestimmung des Tryptophangehaltes. 

el. = 0,0267 g; e2. = 0,0184 g. 
Nach dem Aufschwemmen der Substanz in je 2 ccm Wasser 
wurde ferner hinzugefiigt: 
el. 2eem 3,75mg°/,igeFormollésung + 5 aaa sin sen + 1 cem* 
0,25°/,ige Loésung von |. . Pe eae we 
Dimethylaminobenzaldehyd J 7 com | an Tee 


* 5° oige Glatinelésung in 10°/,iger HCl. 


e2?, 2 eem 


Die Proben wurden vorsichtig mit je 10 ccm konzentrierter 
Schwefelsiure versetzt. Nach etwa 20 Minuten nahm ich den 
colorimetrischen Vergleich vor mit Standardlésungen, die wie 
die Versuche aus reinem Tryptophan bereitet waren und 
0,6933 mg dieser Aminosiiuren enthielten. 


el. Colorimeterablesung: S/Tr.-St.:S/e = 10: 17,6. 
Das entspricht: « = 6,993/17,6 = 0,39 mg = 1,46°/, Tryptophan. 
v2. Colorimeterablesung: §/Tr.-St.:S/e = 5: 12,8. 
Das entspricht: « = 5 x 0,6933/12,8 = 0,27 mg = 1.46’/, Tryptophan. 
Das Myosin enthilt 1,46°/, Tryptophan, Die Resultate 
der Formolmethode und der Dimethylaminobenzaldehydmethode 


summen gut tberein. 
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Uber Porphyrine aus Oxyhaminanhydrid. 
Von 


A. Hamsik. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Brinn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Mai 1926.) 


Ks wurde am a. O.') mitgeteilt, daB das Oxyhimin- 
anhydrid sich zur Darstellung von Blutfarbstoffderivaten (Chlor- 
himin, Oxyhimin und seinen Salzen) eignet. Es wurde weiter 
studiert, ob das Oxyhiminanhydrid geeignetes Material zur 
Darstellung von Hamochromogen und Porphyrinen ist. Lie 
Versuche haben gezeigt, da8 das Oxyhiminanhydrid in kon- 
zentrierter Schwefelsiure unléslich ist, aber 1. von Eisessig- 
Bromwasserstoff und 2. von Salzsiure—Stannochlorid  gelist 
wird. Durch das erste Verfahren wurde das Hamatoporphyrin 
Nencki erhalten, durch das andere wurde eine Reihe von 
Porphyrinpraparaten dargestellt, die mit den bekannten Por- 
phyrinen bis jetzt nicht identifiziert werden konnten. Das 
Kisessig—Hydrazinverfahren von A. PapendieckundK.Bonath* 
wurde nicht beniitzt; die Versuche sind namlich schon friiher 
angefangen worden, aber die Darstellung krystallisierter Pri- 
parate hat viel Zeit verbraucht, weil die Methode nicht aus- 
gearbeitet war. 

Die erhaltenen Porphyrine wurden zur Unterscheidung 
provisorisch nach der Farbennuance der alkalischen Lésungen 
als griinblaues, violettes, rotes, orangerotes und griinrotbraunes 
Porphyrin bezeichnet. Durch diese Bezeichnung wurde die 
Farbe der Lésungen nicht genau charakterisiert. Das erst- 
genannte Porphyrin wurde nur amorph, die vier anderen 





1) Spisy Lék. fak. v Brné I, 8S. 1 (1922). — Diese Zs. Bd. 135, 
S. 173 (1924) und Bd. 148, S. 99 (1925). 
*) Diese Zs. Bd. 144, S. 60 (1925) und Bd. 150, S. 261 (1925). 
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wurden auch krystallisiert erhalten. Sie konnten bis jetzt nur 
durch ihre Léslichkeit, dann durch die Karbe und durch das 
spektroskopische Verhalten ihrer Liésungen charakterisiert 
werden. Nur das orangerote Porphyrin wurde auch durch die 
Klementaranalyse gepriift; es entspricht am ehesten der Formel 
(Cy4H,40,N,),0 oder C,,H,,0,N, - */, H,0. 

Als Lésungsmittel fiir Stannochlorid und Chlorwasserstoff 
wurde hauptsichlich Aceton beniitzt, mit anderen Lésungs- 
mitteln, nimlich Eisessig, Wasser und Methanol sind nur 
orientierende Versuche ausgefiihrt worden. . 


Experimenteller Teil. 


I. Darstellung von Hamatoporphyrin—Nencki aus Oxyhamin- 
anhydrid. 


1g rohes Oxyhaminanhydrid wurde auf einmal in 50g 
Kisessig—Bromwasserstoff (von Kahlbaum) eingetragen und 
bfters geschiittelt. Nach 24 Stunden wurde die Lésung mit 
Wasser verdiinnt und filtriert. Es blieb fast etwa die Hilfte 
von dem Farbstoff auf dem Filter ungelést zuriick, weil die 
verwendete Siure nicht das von R. Willstatter und 
M. Fischer!) angegebene geeignete spezifische Gewicht hatte. Die 
Lisung wurde weiter nach dem eben zitierten Verfahren ver- 
arbeitet. Die Ausbeute betrug etwa 0,5 g amorphes Praparat, 
welches nach der Léslichkeit, der Salzsiurezahl, dem spektro- 
skopischen Befund und der Elementaranalyse dem Himato- 
porphyrin—Nencki entsprach. 


Elementaranalyse. 

0,1196 g Substanz (exsiceatortrocken) gaben 0,2982 g CO, und 

0,0672 ¢ H,O. 
C4 Hs02N, Ber. C 68,19°/, HH 6,40°/, 
Gef. ,, 68,02 » 6,28 

Spektroskopischer Befund. Zur spektroskopischen Unter- 
suchung von diesem und von den anderen Porphyrinen diente 
das Vergleichsspektroskop fiir Laboratoriumszwecke von 
Zeiss. Die wirksame Schicht betrug 10 mm, die Spaltbreite 





) Diese Zs. Bd. 87, S. 460 (1913). 
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0,25. Die angefiihrten Zahlen haben nur einen annihernden 
Wert, da an der Skala nicht Ejinzelteile abgelesen werden 
kénnen. Da aber das Instrument fiir die Vergleichung zweier 
Spektren eingerichtet ist, konnten die Unterschiede zweier 
Spektren beobachtet werden; als Grundspektrum diente das- 
jenige von Haimatoporphyrin-Nencki und zwar 1. das Spektrum 
von dem amorphen Priparat, dessen Darstellung eben be- 
schrieben wurde, 2. das Spektrum von einem krystallisierten 
Praparat, welches nach einem anderen Verfahren dargestellt 
wurde. “Dieses Verfahren wurde vor liingerer Zeit a. a. 0.” 
beschrieben. Mit Leuchtgas gesiittigtes oder durch Faulnis 
reduziertes defibriniertes Blut wurde mit Alkohol koaguliert, 
das abgepreBte Koagulum wurde zerrieben, das Blutpulver an 
der Luft abgetrocknet und fein zerrieben. Dieses Blutpulver 
wurde in kleinen Portionen ganz kurze Zeit mit konzentrierter 
Schwefelsiure zerrieben, alsdann sofort ins Wasser eingetragen 
und durchrihrt. Der wiBrige Auszug wurde nach mehreren 
Stunden filtriert, das Filtrat mit Natronlauge und zuletzt mit 
Natriumacetat abgestumpft, der Niecerschlag abfiltriert, ge- 
waschen, in yerdiinntem Ammoniak gelést, die Lésung mit 
Salzsiiure neutralisiert und mit Ather ausgeschiittelt. Die 
iitherische Lésung wurde mit 0,1°/,iger Salzsiure ausgeschipit. 
Sie enthielt dann noch Porphyrine, die erst in stiirkere Salz- 
siiure mit roter, blauvioletter und griiner Farbe iibergingen: 
diese Lésungen wurden damals nicht weiter verarbeitet. Dic 
mit 0,1°/,iger Salzsiure erhaltene Porphyrinlésung wurde mit 
Ammoniak abgestumpft und wieder mit Ather ausgeschiittelt. 
Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt, bis die Salzsiiure- 
zahl derjeniger von Himatoporphyrin-Nencki nach R. Will- 
stiitter und M. Fischer (a. a. O.) entsprach. Die itherische 
Lisung wurde zuletzt mit Wasser gewaschen, mit Natrium- 
sulfat getrocknet, wodurch Verluste an Farbstoft entstanden, 
tiltriert und zum Teil abdestilhert. Das ausgeschiedene, kry- 
stallisierte Porphyrin wurde auf das Filter gebracht, mit 
Wasser gewaschen und im Exsiccator getrocknet. Ausbeute 
aus 1 Liter Blut betrug nur etwa 0,3 g. Das Praparat stimmte 


+ ee 


') Lek. Rozhledy 1916. 
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nach der Salzsiiurezahl, dem spektroskopischen Befund und 
der Elementaranalyse mit dem MHimatoporphyrin - Nencki 
iiberein. 

Beide Priparate waren in n/10-Kalilauge leicht léslich, 
die rote Lisung zeigte folgendes Spektrum: I. etwas weniger 
als 620; II. 575—560 (567,5); I]. 545—535 (540); IV. 520 
bis 490 (505). 

In Eisessig lésten sich die Priiparate langsam, die violett- 
rote Lésung zeigte wenig scharfes Spektrum: I. 600—590 
595); IL 580—565 (572,5); ILL. 560—545 (552,5). 

Die violettrote Liésung in 25°/,iger Salzsiure: I. 600 bis 
590 (595); II]. 580—560 (570); Ill. 560—540 (550). 

Die Priaparate lésten sich gut in Aceton, der mit 5°/,iger 
Salzsiure schwach angesiuert war, die violettrote Lésung 
zeigte fast dasselbe Spektrum. 

Das amorphe Priparat léste sich ziemlich leicht in 
Aceton mit rosaroter Farbe, das krystallisierte jedoch schwer 
mit violettroter Farbe. Spektroskopisch waren JDitferenzen, 
namentlich in III. Streifen, vorhanden. Amorphes Priiparat: 
I. 620; IJ. 595—580 (587,5); ILL. 580—565 (572,5); IV. 540 
bis 520 (580); V. 515—485 (495). Krystallisiertes Praparat: 
|. 620; II. 600-580 (590); IIT. 580—545 (562,5)- IV. 535 bis 
025 (530); V. 515—485 (495). 

Die itherische Liésung, die etwas KEssigsiiure enthielt, 
zeigte folgende Absorption: J. 680—620 (625); Il. 580—565 

72,5); IIT. 540—520 (530); [V. 510—485 (497,9). 


Il. Darstellung von Porphyrinen mittelsSalzsaure—Stannochlorid. 


A. Lésungsmittel: Aceton. 
1, Ausgangsmaterial: Oxyhiminanhydrid. 

Ks wurden mehrere Versuche ausgefiihrt, bei denen immer 
2g rohes oder auch umkrystallisiertes Ox; yhiminanhydrid und 
60 g Stannochlorid (von Merck) in 1200 ccm Aceton binnen 
‘, Stunde unter Umriihren gelést wurden. Zu dieser Lésung 
wurden unter Eis- oder Wasserkiihlung allmihlich 100 bis 
150 ccm konzentrierter (etwa 36°/,iger) Salzsiiure zugegeben 
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oder es wurde gasférmiger Chlorwasserstofi eingeleitet; die 
Lésung wurde 6fters umgeriihrt. Nachdem die Farbe der 
Lésung violettrot geworden ist und eine mit Aceton verdiinnte 
Probe der Lésung das Himatoporphyrinspektrum ohne Himatin- 
streifen zwischen C und D zeigte, was binnen etwa 1 Stunde 
eintrat, wurde die Liésung in einigen Versuchen sofort weiter 
verarbeitet, in anderen dagegen mehrere (bis 24) Stunden stehen 
belassen und erst dann verarbeitet; danach war die Ausbeute 
an einzelnen Porphyrinen verschieden. 

Die filtrierte Lésung (es bleb fast kein Filterriickstand 
zuriick) wurde in 5—6fache Menge Wasser gegossen, und die 
Reaktion mit Soda abgestumpft, bis bei schwach saurer Re- 
aktion ein rasch sich absitzender Niederschlag ausfiel. Dic 
fast farblose Fliissigkeit wurde bald abgegossen, der Nieder- 
schlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen und in etwa 1 Liter 
Hisessig gelést. Die filtrierte Loésung (bei Verwendung von 
umkrystallisiertem Oxyhiminanhydrid blieb fast kein Filter- 
riickstand zuriick) wurde mit etwa 5 facher Menge Ather ver- 
mischt, dfters umgeriihrt und dann einige Zeit stehen gelassen. 
Alsdann wurde die Lésung abfiltriert, und der Niederschlag 
mit Eisessig und Ather ebenso behandelt, bis der Auszug 
wenig gefirbt war. Die eisessigitherischen Lésungen wurden 
nun mehrmals mit Wasser geschiittelt; die gefarbten waBrigen 
Lésungen wurden mit Salzsiure angesiuert und der Farbstofi 
durch Ausschiitteln in Ather gebracht. Diese ‘therische 
Lésung wurde mit Wasser einigemal gewaschen und samt der 
Triibung mit den ersteren aitherischen Lésungen vereinigt. 

Die iitherischen Lésungen wurden jetzt mit 5°/,iger Salz- 
siure mehrmals geschiittelt, dann mit Wasser einigemal ge- 
waschen; alle bei der Ausschiittelung mit Salzsiure und salz- 
siurehaltigem Wasser entstehende Triibungen, die zum Teil 
krystallisiert waren, besonders wenn sie einige Zeit in Ather 
belassen waren, wurden auf einem Filter gesammelt und mit 
Wasser ausgewaschen (Niederschlag A). Die aitherische Lésung 
wurde weiter mit Sodalésung versetzt, bis nach dem Durch- 
schiitteln der Ather nur gering gefiirbt blieb und der Farb- 
stoff gréBtenteils als rotbrauner Niederschlag ausfiel. Dieser 
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Niederschlag wurde abfiltriert und mit dem ersteren (A) ver- 
einigt. Die wiBrige Schicht war von griinblauer Farbe; der 
in ihr geléste Farbstoff wurde mit Natriumacetat und Kssig- 
siure ausgefillt, abfiltriert und mit Wasser ausgewaschen 
(Niederschlag B). 

a) Der Niederschlag A wurde in verdiinnter Sodalésung 
celést, die violette Lésung wurde mit Essigsiure angesiiuert, 
der Niederschlag abfiltriert, ausgewaschen und an der Luft 
vetrocknet. Das amorphe Priparat wurde in Aceton, der mit 
einigen Tropfen 5°/,iger Salzsiure angesiuert war, gelést, die 
Lésung wurde mit Ather vermiseht und sofort mit Wasser bis 
zur negativen Reaktion auf Chlorionen ausgewaschen. Die von 
dem starken Niederschlage abfiltrierte, ziemlich schwach ge- 
firbte atherische Lésung wurde teilweise abdestilliert. Der 
Farbstoff fiel als gelbroter Belag und Bodensatz aus und war 
krystallisiert. Die Krystalle wurden mit Wasser gewaschen 
und an der Luft getrocknet. Violettes Porphyrin. 

Das krystallisierte Priparat war in n/10-Kalilauge leicht 
léshch, die violette Lésung zeigte folgendes Spektrum: I. 590 
bis 570 (580); II. 555—525 (540). 

In Eisessig war das Priparat schwer léslich, die violette 
Lésung hatte folgende Absorption: I. 585—575 (580); II. 550 
bis 580 (540). 

In 25°/,iger Salzsiure war das Praparat nicht léslich. 

In Chloroform—Salzsiure (d. i. in Chloroform, der mit 
einigen Tropfen konzentrierter Salzsiure durchgeschiittelt war) 
war das Priiparat sehr wenig léslich, die violette Lisung zeigte 
folgendes Spektrum: I. 590—575 (582,5); Il. 560—535 (547,5). 

In Aceton war das Priparat nicht léslich. 

In Aceton—Salzsiure léste sich das Praparat gut mit 
violetter Farbe und folgender Absorption: I. 590—575 (582,5); 
Il. 555—585 (545). 

Die itherische Lisung, die etwas Essigsiiure enthielt, war 
von violetter Farbe und folgender Absorption: I. 590—570 
(580); IL. 550—530 (540). 

b) Der Niederschlag B wurde in verdiinnter Sodalésung 
celést, die griinblaue Lisung wurde mit Essigsiure angesiuert, 
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der Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen und ge- 
trocknet. Kin Versuch, dies amorphe Priparat auf die hej 
dem violetten Porphyrin geschilderte Weise in krystallisiertes 
zu iiberfiihren scheiterte daran, daB bei dem Waschen uni 
Filtrieren der itherischen Lésung fast aller Farbstoff aus dem 
Ather ausfiel. Griinblaues Porphyrin. 

Das Praiparat war leicht in n/10-Kalilauge ldslich, die 
griinblaue Lésung hatte folgende Absorption: I. 650; II. etwa 
635; IIT. 585—570 (577,5); IV. 555—525 (540). 

In Eisessig war das Priparat schwer léslich, die Farbe 
war blauviolett, die Absorption: I. 650; Il. 585—570 (577.5): 
Ill. 550—530 (540). 

In 25°/,iger Salzsiure war das Priparat unldéslich. 

In Chloroform—Salzséure war das Priiparat schwer ldslich, 
die griine Lésung zeigte folgendes Spektrum: I. 650; II. 590 
bis 575 (582,5); [[I. 560—535 (547,5). 

In Aceton war das Priparat unldslich. 

In Aceton—Salzsiure léste sich das Priparat mit griin- 
blauer Farbe und folgender Absorption: I. 650—640 (645); 
II. 630 bis etwa 615 (622,5); Il]. 590—575 (582.5); IV. 560 
bis 580 (545). 

c) Die mit 5°/,iger Salzsiure aus dem Ather ausgeschiittelte 
Farbstofflésung wurde mit Soda versetzt, bis der Farbstoti 
ausfiel. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Wasser griind- 
lich ausgewaschen, in ganz verdiinnter Sodalésung oder in ver- 
diinntem Ammoniak gelést, die Lésung mit dem gleichen 
Volum 10°/,iger Sodalésung versetzt und einige Stunden stehen 
gelassen. 

«) Der Niederschlag wurde abfiltriert (er ging anfangs 
durch das Filter), in Wasser und verdiinntem Ammoniak ge- 
lost, die orangerote Lésung wurde mit verdiinnter Essig- 
siure angesiuert, der Niederschlag abfiltriert und mit Wasser 
ausgewaschen. Die Ausbeute an diesem amorphen Priiparat 
des orangeroten Porphyrins war verschieden; wenn die urspriing- 
liche Fallung in Acetonsalzsiiure—Stannochlorid in Hisessig unter 
Erwiirmen gelést wurde, war die Ausbeute fast keine, weil 
komplexes Zinnsalz (violettes Porphyrin) entstand. Das amorphe 
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Priparat konnte auf dreierlei Weise in Ather gebracht werden: 
1. Das feuchte Priparat wurde in ganz verdiinntem Soda oder 
Ammoniak gelést, die Lésung mit verdiinnter Salzsiure schwach 
angesiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Die itherische Lisung 
wurde mit Wasser von Salzsaure befreit, filtriert und zum gréBten 
Teil abdestilliert, 2. Das feuchte Priparat wurde in Hisessig ge- 
lést, die Lisung mit Ather vermischt, mit Wasser ausgewaschen, 
filtriert und destilliert. 3. Das Praparat wurde in Aceton, der 
mit einigen Tropfen 5°/, iger Salzsiure angesiuert war, gelést, die 
Lisung mit Ather vermischt, sofort mit Wasser ausgewaschen, 
filtriert und destilliert. Es wurden immer zuletzt Krystalle er- 
halten, aber jedes Verfahren hat ihr Nachteil: bei dem ersten 
ceht der Farbstoff nur teilweise in Ather iiber, bei dem zweiten 
wird der letzte Rest von Kssigsiure kaum ausgewaschen und 
dasselbe gilt bei dem dritten Verfahren fiir Aceton. Die Kry- 
stalle wurden mit Wasser gewaschen und getrocknet. Orange- 
rotes Porphyrin. (Protoporphyrin?) 

Das krystallisiere Praparat war in ?/,, n-Kalilauge leicht 
lislich, die Liésung hatte orangebraunrote Farbe und zeigte 
folgende Absorption: 1. 650—640 (645); Il. 600—585 (592,5); 
IIL. 575—550 (562,5); IV. 550—530 (540); V. 515—485 (500). 

In Eisessig war es schwer léslich, die Lésung war violett- 
rot, die Absorption: I. 610—600 (605); Il. 580—555 (567). 

Die Lésung in 25°/,iger Salzsiure war violettrot, griin 
dichroitisch; I. 610--595 (602,5); II. 585—565 (575); ITI. 565 
bis 545 (555). 

Die Lésung in Chloroform—Salzsiure war griinviolett, di- 
chroitisch: I. 610—600 (605); II. 590—570 (580); III. 570 
his 550 (560). 

In Aceton war das Priparat schwer léslich, die braun- 
rote Lésung zeigte folgende Absorption: I. etwas weniger als 630; 
IT. 580—570 (575); ILI. 540—530 (535); [V. 515—490 (502,5), 

In Aceton—Salzsiiure liste sich das Priparat gut, die 
Lisung dichroitisch blauviolett, die Absorption wie die in 
Chloroform—Salzsiure. 

Die atherische Lésung zeigte folgendes Spektrum: I. 630; 
Il. 585; III. 575; IV. 535; V. 502,5. 
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Der Elementaranalyse wurden zwei von den krystallisierten 
Praparaten unterworfen und zwar Praparat 1 und 3. Das 
erste wurde in Exsiccator, das andere bei 60° getrocknet. 


Priip. 1. 0,1176 g Substanz gaben 0,3068 g CO,, 0,0638 g H,O und 
0,0002 g Asche. 
0,1220 g Substanz gaben 0,3173 g CO,, 0,0688 g H,O und 
0,0002 g Asche. 
0,1158 g Substanz gaben 0,3028 g CO,, 0,0624 g H,O und 
0,0002 g Asche. 

Prip. 3. 0,0762 g Substanz gaben 0,1984 g CO,, 0,0412 g H,O und 
0,0002 g Asche. 


Fiir (C,,H,,0,N,),0 Ber. C 71,54°/, H 6,00%, 
” C54H540,N, + */p H,0 ”? ”? 71,42 ”? 6,17 
Gef. ,, 71,17 » 6,07 
10,95 » 6,31 
,, 71,84 ,» 6,03 
71,08 6,05 


8) Das Filtrat, welches verschieden stark gefarbt war, je 
nach dem, wann die urspriingliche Lésung in Aceton weiter 
verarbeitet wurde, enthielt noch zwei Porphyrine, die nach 
schwacher Ansiiuerung der Lésung mit Salzsiure in Ather iiber- 
fiihrt wurden. Die atherische Liésung wurde zuerst mit 1° - 
und dann mit 5°/,iger Salzsiure geschiittelt. 

Die Lésung in 1°/,iger Salzsiure wurde mit Soda ab- 
gestumpft, bis der Farbstoff ausfiel, der Niederschlag wurde 
abfiltriert, ausgewaschen, in verdiinnter Sodalésung gelést, die 
rote Liésung mit Salzsiiure schwach angesiuert, wieder in Ather 
gebracht, Aus dem Ather wurde der Farbstoff noch einmal 
mit 1°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt und wie eben beschrieben, 
wieder in Ather iiberfiihrt. Diese ‘itherische Lisung wurde mit 
Wasser salzsiurefrei ausgewaschen, filtriert und gréBtenteils ab- 
destilliert. Die ausgeschiedenen Krystalle wurden mit Wasser 
gewaschen und an der Luft getrocknet. Rotes Porphyrin. 

Das Priparat war in 1/,, n-Kalilauge leicht ldslich, die 
Lésung war rot, die Absorption stimmte fast mit derjenigen 
des Himatoporphyrin-Nencki iiberein. 

In Eisessig war das Praparat léslich, die violettrote 
Lésung hatte folgendes Spektrum: I. etwa 605—590 (597,9): 
II, 580—565 (572,5); IL]. 565—540 (552,5). 
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Die dichroitische Lésung in 25°/,iger Salzsiure zeigte 
fast dasselbe Spektrum wie das Hamatoporphyrin-Nencki. 

Dasselbe gilt fiir die Lésungen in Aceton—Salzsiure und 
in Ather. 

Die Lésung in Chloroform—Salzsiure: I. 600; Il. 575; 
IIL. 555. 

Die Ausschiittelung mit 5°/,iger Salzsiure wurde ebenso 
wie diejenige in 1°/,iger Salzsiure weiter verarbeitet. Ks 
wurde zuletzt krystallisiertes Priparat erhalten, welches als 
sriinrotbraunes Porphyrin bezeichnet wurde. 

Das Priparat léste sich leicht in '/,, n-Kalilauge, die 
syiinbraunrote Liésung zeigte folgende Absorption: I. etwa 645; 
ll. etwa 625; III. 595—565 (575); IV. 545—535 (540); 
VY, 515—500 (507,5). 

In Eisessig war das Priparat schwer ldslich, die violett- 
rote Lésung zeigte folgendes undeutliches aus zwei Streifen 
bestehendes Spektrum: 590—550. 

Die blaugriine dichroitische Lésung in 25°/, iger Salzsiure: 
I, 610—595 (602,5); II. 585—565 (575); I. 560—545 (555). 

Die blaugriine dichroitische Lésung in Chloroform—Salz- 
siure hatte ahnliche Absorption wie das orangerote Porphyrin, 
aber die Streifen waren etwas zum roten Teil verschoben. 
Dasselbe gilt fiir die Lésung in Aceton—Salzsiure. 

In Aceton war das Priparat ziemlich gut léslich, die 
rosarote Lisung zeigte folgendes Spektrum: 1. etwas weniger 
als 680; II. 590—570 (580); ILI. 555—535 (545); IV, 515 bis 
990 (502,5). 

Die itherische Lisung, die etwas Essigsdéure enthielt, war 
rosarot und hatte folgende Absorption: I. etwa 630; II. 590 
bis 570 (580); ILI]. 560—530 (545); LV. 515—495 (505). 

2, Ausgangsmaterial: Oxyhiimin. 

Nach den in gleicher Weise angestellten Versuchen bildet 

das Oxyhamin auch gutes Material zur Porphyrindarstellung. 


3. Ausgangsmaterial: Hiimatin. 
Das Hiimatin wurde durch Lésen von Oxyhaminanhydrid 


in verdiinnter wiBrigen Natronlauge, Ansiuerung der Lésung 
15* 
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mit Essigsiure, Abfiltrieren, Waschen und Trocknen des 
Niederschlages bereitet. Die in gleicher Weise wie bei Oxy- 
himinanhydrid beschrieben, angestellten Versuche haben gezeigt, 
daB die Gesamtausbeute an Porphyrinen stark vermindert war, so 
daB das Himatin weniger geeignetes Ausgangsmaterial bildet. 


4. Ausgangsmaterial: Chlorhimin. 

Das Chlorhimin wurde nach dem a. a. O.) beschriebenen 
Verfahren dargestellt. Das Chlorhimin eignet sich weniger 
gut zur Porphyrindarstellung nach der beschriebenen Methode, 
weil es in Aceton—Stannochlorid sowie in Aceton—Stanno- 
chloridsalzsiure viel schlechter léslich ist als Oxyhimin- 
anhydrid. 2g Chlorhimin wurden mit 2 Liter Aceton, der 
60 g Stannochlorid enthielt, behandelt. Es ging nur ein kleiner 
Teil des Farbstoffes in Lésung. Ohne Filtration wurden nach 
1/, Stunde 200 ccm konzentrierter Salzsiure zugetropft. Nach 
11/, Stunden wurde der groBe Riickstand durch Filtration ge- 
trennt; er war in weiteren Portionen von Acetonsalzsiure— 
Stannochlorid léslich, aber der Verbrauch an diesen Reagenzien 
war zu groB. Die weitere Verarbeitung der Lisung war die schon 


beschriebene. 
5. Ausgangsmaterial: Blut. 


Desfibriniertes Blut wurde mit Alkohol koaguliert, das 
Koagulum abgepreBt, zerrieben, an der Luft getrocknet und 
fein zerrieben. Aus solchem Blutpulver wurden mit Aceton- 
Stannochloridsalzsiure stark gefarbte Lésungen mit saurem 
Porphyrinspektrum extrahiert. Wahrscheinlich kénnte dieses 
Blutpulver als geeignetes Ausgangsmaterial zur Porphyrin- 
darstellung dienen. 

Auch aus dem auf dem Wasserbad getrockneten und 
pulverisierten Blut sowie auch aus eingetrockneten Blutspuren 
konnten mit dem genannten Reagens Lisungen ausgezogeu 
werden, die saures Porphyrinspektrum aufwiesen. 


B. Lésungsmittel: Eisessig. 


Mit Eisessig—Stannochloridsalzsiure sind nur orientierende 
Versuche ausgefiihrt worden. 





) Diese Zs. Bd. 148, S. 107 (1925). 
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0,5 g umkrystallisiertes Oxyhiminanhydrid wurden mit 
150 com Hisessig, 150 ccm konzentrierte Salzsiiure und 15 g 
Stannochlorid behandelt. Der Farbstoff liste sich unter 
jfterem Umschiitteln ziemlich gut. Nach 48 Stunden wurde 
die Lésung in einen groBen UberschuB Wasser gegossen, die 
tribe Lésung wurde mit Ather geschiittelt. Die Niederschlige 
wurden auf einem Filter gesammelt und gewaschen. Die 
‘itherische Lésung wurde mit 1°/,iger Salzsiure, dann mit 
Wasser gewaschen, die Niederschlige mit den ersteren ver- 
einigt. Die atherische Lésung wurde mit Soda geschiittelt, 
diese Lésung mit Essigsiure gefallt, die Fillung filtriert und 
gewaschen. Die erhaltenen Priparate sind noch kaum ein- 
heitlich. 


C. Lésungsmittel: Wasser. 


Es sind nur orientierende Versuche ausgefiihrt worden. 
0,5g Oxyhaminanhydrid wurden in 300 ccm konzentrierte Salz- 
siure, die 15 g Stannochlorid enthielt, eingetragen. Der Farb- 
stoff léste sich sehr langsam; die Lésung war anfangs gelbrot 
und zeigte nur einen Absorptionsstreifen zwischen / und /. 
Mit zunehmender Konzentration wurde die Farbe mehr rosarot 
und die Lésung zeigte auber dem beschriebenen Streifen noch 
die etwa dem Haimatoporphyrin-Nencki entsprechenden Streifen. 
Nach 3 Tagen wurde die Liésung ebenso wie unter B be- 
schrieben, weiter verarbeitet, nur mit dem Unterschied, da 
die atherische Farbstofflésung zuletzt nicht mit Soda ge- 
schiittelt, sondern zum gréBten Teil abdestilliert wurde. Es 
schieden sich Krystalle aus, die mit Wasser gewaschen und 
cetrocknet wurden. 


D. Lésungsmittel: Methanol. 


Auch hier sind nur orientierende Versuche angestellt 
worden. 


1. Ausgangsmaterial: Oxyhiiminanhydrid. 
2 g Oxyhiminanhydrid und 60 g Stannochlorid wurden in 
~ Liter Methanol eingetragen. Nach /, Stunde wurde unter 
Kiskiihlung gasférmiger Chlorwasserstoff eingeleitet, bis der 
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Farbenumschlag in Violettrot deutlich war. Nach 6 Stunde, 
wurde die Loésung filtriert; es blieb ein groBer Riickstand 
zuriick, der aus Chlorhiminithylester bestand und nach den 
Waschen und Trocknen etwa 1,3 g wog. Das Filtrat wurde 
mit etwa 5facher Menge Wasser verdiinnt, mit Soda schwach 
alkalisiert, der Niederschlag filtriert, gewaschen, an der Luft 
getrocknet, pulverisiert und mit Chloroform extrahiert. Der 
nach dem Abdestillieren der Chloroformlésung gebliebene 
Riickstand wurde mehrmals mit kleineren Mengen Ather be- 
handelt. Aus diesen itherischen Ausziigen, die anfangs stark 
gefiirbt waren, schieden sich, nachdem der Ather bis auf einen 
kleinen Reststand abdestilliert war, keine Krystalle aus. Aus 
den weiteren Extrakten dagegen, die unter Sieden mit gréBeren 
Portionen Ather erhalten wurden, schieden sich nach dem Ab- 
destillieren schéne und groBe Krystalle aus, die aus langen 
rhomboedrischen Tafeln von roter Farbe bestanden. Sie wurden 
mit Wasser gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute war 
sehr gering (etwa 0,05 g). Das Praparat war leicht léslich 
in Chloroform, die rosarote Lésung hatte folgende Absorption: 
I. 630 bis etwa 625 (627,5); I]. 590—570 (580); III. 550 bis 
530 (540); IV. 520—495 (507,5). 

In Aceton léste sich das Praiparat langsam, die rosarote 
Lésung zeigte folgende Absorption: I. 630 bis etwa 62) 
(627,5); IT. 590—570 (580); IT]. 540—5380 (535); IV. 515 bis 
495 (507,5). 

In 25°/,ige Salzsiure war das Praparat ziemlich gut lés- 
lich, die dichroitische, anfangs violettrote, spiter griinblaue 
Lisung zeigte folgendes Spektrum: I. etwa 605—600 (602,90), 
II. 585—565 (570); III. 565—545 (555). 


2. Ausgangsmaterial: Blut. 

Starke porphyrinhaltige Lésungen konnten auch aus dew 
unter IJ. A. 5. angefiihrten Material mit methyl- oder ithyl- 
alkoholischen Liésungen von Stannochlorid und konzentrierte’ 
Salzsiiture ausgezogen werden. 











Kin Beitrag zur Frage der Jodverhaltnisse in der Schild- 
driise und in deren Extrakten mit besonderer Beriick- 
sichtigung des anorganischen, Lipoid- und EiweiBjodes. 

Vou 
Hermann E. Meyer. 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1926.) 


I. Ubersicht tiber die gebrauchlichsten Verfahren zur Bestim- 
mung des Jods in organischen Substanzen. 


Nach der Art der Uberfiihrung des organisch verketteten 
Jodatoms in den Elektrolytzustand kann man drei Arten der 
Veraschung unterscheiden: 

1. die feuchte mit rauchender Salpetersiure, 
2. die einfache Oxydation mit Sauerstoff ohne jeden 


Zusatz, 
8. die trockne mit Hilfe von Atznatron oder Alkali- 
carbonaten. 


Die feuchte Veraschungsmethode zur Joddarstellung wurde 
von Carius angegeben. Wie bei der sonstigen Veraschung 
auf feuchtem Wege oxydiert Carius die organische Substanz 
mittels rauchender Salpetersiure. Da hierbei aber freies 
elementares Jod entsteht und dieses durch die Hitze zum Teil 
direkt als Element verdampft, teilweise als Jodwasserstoff ent- 
weicht, so begegnet er diesen Fehlerquellen durch einen Kunst- 
griff, der darin besteht, daB die Veraschung in einem zuge- 
schmolzenen, sogenannten Bombenrohr vorgenommen und von 
vornherein zur Veraschungsfliissigkeit Silbernitrat zugegeben 
wird. Die Veraschung erfolgt in einem SchieBofen, alles ent- 
stehende Jod vereinigt sich sofort mit dem vorhandenen Silber- 
nitrat zu Jodsilber — die Entstehung von Jodwasserstoff ist 
damit auch unterbunden — und auf diese Weise wird alles 
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vorhandene Jodsilber quantitativ zur Fallung gebracht. Nach 
der Veraschung wird in der iiblichen Weise der Inhalt des 
Bombenrohres durch einen Goochtiegel gegeben und das Jod 
auf diese Weise gravimetrisch bestimmt. Ein Nachteil der 
Methode besteht darin, daB etwa vorhandenes sonstiges Halogen 
als Chlor-, Fluor-, Bromsilber ebenfalls zur Fiallung gelangt. 
Auch gelangen Schwefel-, Phosphor- und sonstige Verbin- 
dungen zur Vereinigung mit dem Silber und machen zwar 
exakt durchfiihrbare, aber langwierige und schwierige Methoden 
zur Trennung notwendig. So schén und brauchbar diese Me- 
thode in einem chemischen Laboratorium ist, so wenig zweck- 
miBig ist sie fiir den physiologischen Chemiker oder erst recht 
fiir den Kliniker, dessen Methoden dahin zielen miissen, ebenso 
schnell wie genau und einfach zu arbeiten. 

Aus ahnlichen Griinden miissen wir fiir klinische Zwecke 
die an sich sehr schéne Methode der Joddarstellung von Bau- 
bigny-Chavanne ablehnen. Auch dieser Autor verascht auf 
feuchtem Wege, aber im Gegensatz zu Carius in einem offenen 
GefiB. Er oxydiert mit einem Chromschwefelsiuregemisch 
oder mit einer Lésung von Kaliumbichromat in konzentrierter 
Schwefelsiure. Diese Fliissigkeiten oxydieren in der Hitze 
alle organischen Substanzen sehr energisch und setzen selbst 
bei Gegenwart von Silber alles etwa vorhandene Brom oder 
Chlor als Elemente in Freiheit, die dann gasférmig entweichen, 
wohingegen das vorhandene Jod quantitativ zuriickgehalten 
wird und sich zu Jodsiure oxydiert. Diese im Veraschungs- 
kolben zuriickbleibende Jodsaure wird mittels Sulfits zu Jodid 
reduziert und mit zugesetztem Silbernitrat als Jodsilber gravi- 
metrisch bestimmt. 

Nebenbei sei bemerkt, daf der Autor 1 Jahr spiter mittels 
eines besonderen Apparates das entweichende Chlor oder Brom 
ebenfalls auffangen und somit alle Halogene getrennt in einer 
Analyse zur Darstellung bringen kann. 

Die Methode hat vor der Cariusschen den Vorteil der 
Schnelligkeit — die Veraschung dauert nach Angaben der 
Autoren nur 10 Minuten — aber sie ist AuBerst diffizil, und 
wenn man sich nicht peinlichst an die Vorschrift hilt, hat 
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man Jodverluste, wie denn auch der Verfasser in seiner Ver- 
jffentlichung selber zugibt, da8 auch bei seinen Analysen mit 
seiner Methode bei nicht genauer Innehaltung der Temperatur 
violette Joddimpfe aufgestiegen sind. 

Die zweite Veraschungsmethode war die einfache Oxy- 
dation mit Sauerstoff ohne jeden Zusatz. Diese Methode wurde 
angewandt von Pregl und ist von Lieb modifiziert worden. 
Sie besteht darin, dai der Autor seine Substanz auf einem 
Platinblech, das sich in einem Glas- oder besser in einem 
(Juarzrohr befindet, mit direkter Flamme stark erhitzt, wobei 
zweckmaBig durch das Rohr Luft oder noch weit besser aus 
einer Bombe Sauerstoff durchgeleitet wird. Das freiwerdende 
Halogen passiert eine Waschflasche, in der sich Alkalihydrat 
oder -carbonat in Lésung befindet und wird hierdurch gebunden. 
Aus der Absorptionsfliissigkeit wird das Halogen dann durch 
Silbernitrat gefallt und als Halogensilber gravimetrisch zur 
Darstellung gebracht. Da Chlor, Brom usw. ebenso mitgewogen 
werden, hat diese Methode dieselben Schwierigkeiten wie die 
von Carius angegebene, obwohl sie an sich sehr sauber und 
schén arbeitet. 

Erwihnt sei noch die Halogenbestimmung von Liebig, 
der ebenfalls in einem Verbrennungsrohre durch Hitze ver- 
ascht, aber in Gegenwart von Kalk (CaO oder Ca(OH),). Hier- 
bei iiberfiihrt er das Halogen in Halogencalcium und kann es 
nachher durch Lésen und Fallen mit Silbernitrat, wie alle 
anderen Autoren auch, gravimetrisch bestimmen. 

Im scharfen Gegensatz zu den bisher genannten Ver- 
aschungsmethoden steht die trockne mit Hilfe von Alkali- 
hydraten und Carbonaten. Sie wurde in die Jodanalyse or- 
ganischer Substanzen eingefiihrt durch Rabourdin. Er brachte 
die organische Substanz in einem Tiegel mit Atznatron, Kalium- 
carbonat oder Soda zusammen, schmolz so lange, bis er eine 
cleichmaBige Schmelze hatte, gab zur stiirkeren Oxydation 
noch Kaliumnitrat bei und lieB die Schmelze erkalten, nahm 
sie dann in Wasser auf, setzte Schwefelsiure und Kalium- 
bichromat zu, schiittelte das so entstandene Jod mit Chloro- 
form aus und bestimmte aus der Rosafarbung der Chloroform- 
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Jodlésung das Jod colorimetrisch. Es liegt ein groBer Vortei! 
in dieser Darstellungsmethode, der darin besteht, daB absolut 
kein Jod aus der Chloroform—Jodlésung verloren gehen kann, 
da der AbschluB durch Wasser jedes Verdunsten in die iuBere 
atmospharische Luft verhindert und somit alles Jod quantitatiy 
erhalten bleibt. 


Nach dieser Methode von Rabourdin bestimmten denn 
auch sehr viele Autoren teils mit gréBeren, teils auch ohne 
Modifikationen spiter das Jod fiir ihre Zwecke. So ist vor 
allen Dingen erwahnenswert die Arbeit von Baumann iiber 
das Thyreojodin und iiber das Vorkommen des Jods im Or- 
ganismus, die Untersuchungen Oswalds, die sich mit den 
Jodverhiltnissen in den Schilddriisen von Menschen und Tieren 
befassen, die teils pathologische Verinderungen anfwiesen 
(Struma), teils aber die quantitativen Jodunterschiede in nor- 
malen Driisen zeigen sollten, die aus Gegenden stammten, die 
riumlich weit voneinander entfernt lagen. 


Erwihnt seien noch die Arbeiten von Anten, der unter 
Heffter in Bern die Ausscheidung des Jods nach Medikation 
von Jodkali feststellte, und die von Loeb, der unter den 
gleichen Bedingungen die Verteilung des Jods im Organismus 
erforschte. Zu guter Letzt sei noch eine Arbeit von Winter- 
stein hervorgehoben iiber das Vorkommen des Jods in pflanz- 
lichen Organismen. Alle die genannten Autoren fiihrten ihre 
Jodbestimmung mit dem von Rabourdin angegebenen Ver- 
fahren aus. Fast alle arbeiteten physiologisch-chemisch und 
lieferten damit den Beweis, daB das Prinzip der Rabourdin- 
schen Methode das Ideal des physiologischen Chemikers zur 
Jodbestimmung ist, denn es erfillt die drei Bedingungen 
»schnell, einfach und zuverliassig“. 


Die Methode Rabourdins, das sei jetzt schon vorweg 
gesagt, bedarf noch mancher Modifikationen und Verbesse- 
rungen, um das zu erreichen, was man heute von einer ana- 
lytischen Methode verlangt. Sie wurde 1850 veréffentlicht und 
ist somit 75 Jahre bekannt, und daB sie auch heute noch in 
relativ geringer Verkleidung in der physiologischen Chemie 
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angewandt wird, das spricht nur in jeder Beziehung fiir ihre 
Giite und Brauchbarkeit. 

Kine wichtige Abanderung der Rabourdinschen Methode, 
die Baumann fast unveriindert iibernommen hatte, hat Os- 
wald angegeben. Bei Versuchen, die die Genauigkeit der 
Rabourdinschen bzw. Baumannschen Methode kontrollieren 
sollten, hat sich herausgestellt, da8 immer etwas Jod verloren 
ging und er das zugesetzte Jod nach seiner Analyse nicht 
quantitativ wiederfinden konnte. Bei allen Analysen, die er 
anstellte, hatte er Jodverluste, und Jodkalimengen von 0,2 bis 
0,4 mg, die er seinen Substanzen absichtlich zur Kontrolle zu- 
setzte, konnte er nie wiederfinden, Diese Mengen gingen ihm 
also glatt verloren. 0,2 mg Jodkali enthalten 0,15 mg Jod. 
Diese Menge ist praktisch genommen ziemlich unerheblich, 
aber, wenn man bedenkt, daB er auf diese Weise physiologisch 
vorkommende, kleinere Jodmengen nicht mehr fangen kann, 
so ist das doch ein erheblicher Nachteil. Oswald selbst 
hat den Fehler entdeckt. Rabourdin und Baumann ver- 
aschten in Silbertiegeln. Oswald iibernahm im Anfang seiner 
Versuche diese Methode unverindert. Wenn er dann nachher 
seine Schmelze im Wasser aufnahm und mit Chloroform aus- 
schiittelte, so lag auf der Kuppe des Chloroformtropfens ein 
grau schillerndes Hiutchen. Dieses erwies sich bei einer ge- 
nauen Analyse als Jodsilber und somit entzog sich jedesmal 
bei seinen Analysen diejenige Jodmenge der Feststellung, die 
sich mit dem Silber verbunden hatte. Ein bloBes Ersetzen 
der Silbertiegel durch Nickelschalen behob diesen Nachteil 
vollkommen. Eine Abianderung, die von ziemlicher Tragweite 
war, so unscheinbar sie auch auf den ersten Blick erscheint. 
Durch diese neue Methode konnte Oswald nun schon 0,1 mg! 
Jodkali mit ganz geringen Verlusten wiederfinden, und die Ver- 
luste wurden noch geringer, wenn er gréBere Jodmengen nahm. 

Oswald-Loeb arbeitet genau so, schiittelt aber nachher 
in sogenannten Howaldschen Zylinderglisern das Jod mit 
Chloroform aus, tut in einen anderen Howaldzylinder das 
Kontrollgemisch Chloroform—Jod und bestimmt auf diese Weise 
colorimetrisch. 
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Dieselbe Art der Veraschung wie Rabourdin, aber eine 
ganz andere Art der Jodbestimmung fihrten Blum und 
Griitzner ein. Diese bestimmten das Jod titrimetrisch. Sie 
veraschten im bedeckten Tiegel mittels reinstem Atzkali oder 
Atzbaryt und iiberfiihrten das in der Schmelzmasse geléste 
Jodid in Jodat, entfernten das gebildete Nitrit und das zur 
Oxydation des Jods verwandte Permanganat und titrierten mit 
n/100- bzw. n/10-Thiosulfatlésung, nachdem sie vorher durch 
ein gewisses Quantum Jodkali 6mal mehr Jod frei gemacht 
hatten, als urspriinglich vorhanden war. Als Indicator ver- 
wendeten sie Starke. 

Im Jahre 1915 hat R. B, Kraus einen ganz neuen Faktor 
in die Analysen eingefiihrt, indem er mittels Alkohol aus der 
Rabourdinschen Schmelzmasse alles Jodkalium herausléste 
und somit eine Trennung dieses Stoffes von der iibrigen Schmelz- 
masse erreichte. Im iibrigen bestimmte auch er colorimetrisch, 
indem er alles Jod mit Palladiumchloriir fallte und die schwarz- 
braune Lésung nach geniigender Verdiinnung mit Wasser mit 
Lésungen bekannten Gehaltes verglich. 

Kendall und Richardson veraschten ohne Salpeter- 
zusatz nur mit Kalilauge. MHierzu brauchten sie aber beson- 
dere Spezialéfen, so daf schon aus diesem Grunde die Me- 
thode keine allgemeine werden kann; nachher oxydierten sic 
das Jod mit Brom zu Jodat und titrierten dann mittels Na- 
triumthiosulfat, nachdem sie das iiberschiissige Brom durch 
Hitze entfernt hatten. 

Kine aus dem Jahre 1924 stammende Arbeit Mac Clan- 
dons konnte ich mir nicht verschaffen, ich kann nur aus einem 
Referat berichten, daB er die Substanzen mit Kalk behandelt, 
dann in einem Quarzrohr mit Sauerstoff verbrennt, zwei Jod- 
fraktionen auffangt und das Jod colorimetrisch bestimmt. 

Buchholz hat eine schéne Methode ersonnen, die es er- 
méglicht, in organischen Substanzen, die iiberdies organisch 
gebundenes Jod enthalten kénnen, etwa vorhandenes anor- 
ganisches Jod unabhingig von dem organisch gebundenen Teil 
zu bestimmen. Er verfahrt dabei so, daB er die organische 
Substanz, beispielsweise Blut, vollstandig koaguliert und mit 
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20°/,igem Chlorkali das anorganische Jod herauslést und es 
nachher quantitativ titrimetrisch bestimmt. Diese Bestimmungs- 
art eignet sich aber nur fiir koagulierbare Fliissigkeiten (Blut, 
Plasma, Serum usw.), nie fiir trockne Substanzen. 

Eine Bestimmung minimalster Jodmengen hat Fellenberg 
angegeben. Sie will nur duferst geringe Jodmengen bis zu 
‘/-9)mg fassen. Fir die Jodanalysen in dem Stil, wie sie bis- 
her geschildert worden sind, kommt sie gar nicht in Frage. 

Diese Methode von Fellenberg stellt eine Modifikation 
der Rabourdinschen dar. Der Autor verascht genau so, wie 
Rabourdin, lést dann mittels Alkohol das Jodid aus der 
Schmelze heraus, verdampft den Alkohol, lést wieder in Alkohol 
und wiederholt dies Verfahren mehrere Male, bringt so das 
Jodid auf ein méglichst geringes Volumen, macht mittels Siure 
und Nitrit das Jod frei und lést in einem einzigen Tropfen 
Chloroform. In diesem Tropfen Chloroform bestimmt er das 
Jod colorimetrisch, oxydiert das Jod im Chloroform mittels 
Chlorwasser zu Jodat, verdampft alles Chlor und Chloroform 
und titriert mit n/500-Thiosulfatlésung. Somit macht er mit 
jeder Chloroformausschiittelung eine Doppelbestimmung, eine 
colorimetrische und eine titrimetrische. So einfach die Me- 
thode hier geschildert ist, so auBerordentlich schwierig ist sie 
in der Praxis. Uber diese Methode und iiber iihnliche Me- 
thoden genauer zu berichten, behalte ich mur fiir spiter vor. 


Il. Jodgehalt der Ausziige aus der Schilddrise mittels ver- 
schiedener Losungsmittel. 


Im referierenden Teil habe ich iiber die wichtigsten, bis- 
her geiibten Darstellungsweisen des Jods eine ziemlich licken- 
lose Ubersicht gegeben. Ich erwihnte dort auch die Methode 
von Baumann, die mir jetzt niher zu schildern gestattet sei, 
da sie meinen Jodanalysen restlos zugrunde liegt. 

Die zu analysierende Substanz, also im gerade vorliegen- 
den Spezialfall Schilddriise oder deren Ausziige, wurden in eine 
gerdumige Nickelschale gebracht, deren Durchmesser mindestens 
15cm und deren Tiefe mindestens 20cm sein mub. War es 
von vornherein wahrscheinlich, daB gewisse Ausziige aus Schild- 
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driisen nur wenig Jod enthielten und man aus diesem Grunde 
eine gréBere Substanzmenge benétigte, so dampften wir diese 
Ausziige auf dem Wasserbade bis auf wenige Kubikzentimeter 
ein. Schilddriisentrockenpulver oder Riickstand aus Schild- 
driise vermengten wir mit einigen Kubikzentimetern Wasser. 
Dann kam zu der jeweils zu analysierenden Substanz noch etwa 
1—2g Kaliumhydroxyd. Auf einem DreifuB wurde nun der 
Tiegel mit ganz kleiner Flamme gelinde erhitzt, bis der Inhalt 
in ganz allmahliches ruhiges Kochen geriet. DaB dabei etwa 
Substanz aus dem Tiegel herausgeschleudert wurde, ist selbst- 
verstindlich peinlichst zu vermeiden. Auch tut man gut, mig- 
lichst zu verhindern, daB sich die Schmelzmasse an den Tiegel- 
wandungen emporzieht. Besonders gegen SchluB der Ver- 
kochung kommt es, wenn auch selten, so doch manchmal vor, 
daB die aus der ziahfliissigen Schmelzmasse sich herausarbei- 
tenden Wasserdampfblasen Spuren des Kaliumhydrats mit sich 
reiBen und man tut in diesem Stadium gut, die Augen fiir 
alle Falle durch eine Brille zu schiitzen. Wenn die Schmelz- 
masse ganz ruhig flieBt, ist alles Wasser verdampft, und es 
setzt jetzt die Wirkung des Kaliumhydrates und damit der Ver- 
seifungsprozeB ein, der die nachfolgende Oxydation so auBer- 
ordentlich erleichtert. Ist die Verseifung ziemlich zu Ende, 
was sich durch Aufsteigen von wenig Dampfschwaden kund- 
gibt, erhitzt man allmahlich immer starker, um die Oxydation 
einzuleiten, die sich ganz plétzlich kundtut durch Aufsteigen 
dicker Schwaden sehr iibel riechender Dimpfe. Dabei fingt 
der Inhalt des Tiegels an, sich zu verfarben. Er nimmt je 
nach dem Gehalt an organischer Substanz eine gelbbraune bis 
kohlschwarze Farbe an. Manchmal fangt der Inhalt des Tiegels 
auch Feuer, was tunlichst zu vermeiden ist. Sollte dies doch 
einmal geschehen, so behebe man diesen Ubelstand durch 
schleunigstes Ausblasen und Wegnehmen der Heizflamme. Dann 
fiige man lalisalpeter zu und oxydiere die schwarzen Kohle- 
partikel so lange, bis sie verschwunden sind. Nach dem Er- 
kalten muB die Schmelze eine rein weiBe Farbe haben. Nun 
lést man die Schmelze, die jetzt alles vorher organisch ge- 
bundene Jod als Kaliumjodid enthalt, quantitatiy mit desti!- 
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liertem Wasser auf und filtriere sie mittels Faltenfilter in ge- 
eignete SchiittelgefaBe. Diese bestehen aus einem weiten zylin- 
drischen, mit Glasstopfen versehenen, oberen und einem engen 
zylindrischen, unteren Teil, der etwa 10 ccm faBt (der obere 
Teil faBt etwa 200ccm). Ein zweites SchiittelgefiB ist nach 
dem &uBeren und inneren Durchmesser und nach dem Vo- 
lumen genau nachgebildet. Zu der im SchiittelgefaB gelosten 
Schmelzmasse fiigt man nun unter ziemlicher Vorsicht (Uber- 
schiumen!) wegen der gebildeten K,CO, verdiinnte Schwefel- 
siure bis zur sauren Reaktion hinzu (Lackmus) und lést das 
damit in Freiheit gesetzte Jod in 10 ccm Schwefelkohlenstoff 
auf. Dieser Schwefelkohlenstoff fillt schnell zu Boden und 
sammelt sich in dem unteren Teil der Schittelflasche. In das 
SchiittelgefaB II bringt man nun ein dem Volumen der Schmelz- 
massenlésung entsprechendes Quantum gesattigte Kaliumsulfat- 
lésung, fiigt 40 Tropfen einer 1°/, igen Natriumnitritlésung, 
10 Tropfen verdiinnte Schwefelsiure und 10 ccm Schwefelkohlen- 
stoff zu. Aus einer Biirette 1a4Bt man nun in dieses Schiittel- 
vefiB so lange eine Jodlésung, die 200mg Kaliumjodid auf 
| Liter Wasser enthilt, zuflieBen, bis die Farbe des Schwefel- 
kohlenstoffs in beiden GefaBen gleich ist. Um das freigemachte 
Jod im Schwefelkohlenstoff zu lésen, geniigt es, 2 Minuten 
kriftig zu schiitteln. 

Von der Baumannschen Methode unterscheidet sich diese 
Methode in einzelnen Abweichungen. Zunichst kénnen durch 
die absolut gleichen SchiittelgefiBe absolut gleiche Schwefel- 
kohlenstoffsiulen verglichen werden; auBerdem wird bei dieser 
Bestimmungsart Schwefelkohlenstoff und nicht Chloroform ver- 
wandt. Dieser hat erstens den Vorteil mit Wasser gar nicht 
zu emulgieren und sehr schnell zu Boden zu sinken, seine 
Lésungen sind deshalb immer ganz klar und haben zweitens 
den Vorteil der absoluten Farbbestindigkeit. Die Rosafairbung 
des Chloroforms wird ganz wesentlich beeinfluBt durch ganz 
kleine Mengen salpetriger Siure, die sich aus dem Nitrit doch 
bilden kann und ist dem Licht gegeniiber sehr empfindlich, 
alles Nachteile, die der Schwefelkohlenstoff nicht aufweist. Zu 
guter Letzt ist auch die Verwendung von gesattigter Kalium- 
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sulfatlésung im GefiB II ein groBer Vorteil, denn damit ist 
eine andere Farbung des Schwefelkohlenstoffs durch das aus- 
geschiedene Jod unterbunden, und ein exakter Vergleich der 
Farbung des Schwefelkohlenstofis in beiden GefiBen ermég- 
licht. Im Gefi8 I hat sich nach Zusatz von Schwefelsiure 
auch eine gesittigte Kaliumsulfatlésung gebildet. In verschieden 
prozentigen Salzlésungen namlich ist es méglich, da8 gleich- 
prozentige Schwefelkohlenstoff—Jodlésungen unter Umstinden 
verschiedene Farbung annehmen. 

Probeanalysen auf absolute Brauchbarkeit und Zuver- 
lissigkeit dieser Methode wurden in der Weise gemacht, dai 
zunichst verschiedene Jodmengen in Form von Kaliumjodid- 
lésung in verschiedenen Mengen in Wasser gelést wurden und 
dann ohne jede Veraschung die Jodbestimmung ausgefiihrt 
wurde. Dabei konnte in allen Fallen das anorganische Jod 
quantitativ wiedergefunden werden. Hin und wieder (bei gréBeren 
Jodmengen) versagte die Methode, da die Farbe des Schwefel- 
kohlenstoffs zu dunkel und ein Vergleich nicht mehr méglich 
war. In solchen Fallen muBte man mit gréBeren Verdiin- 
nungen arbeiten und der Ubelstand war sofort behoben. Dann 
wurden noch Veraschungsversuche angestellt, bei denen je zu 
Menschenblut, Kaninchenleber oder Kaninchenniere bestimmte 
Jodkalimengen zugesetzt wurden; dann Veraschung und Jod- 
bestimmung (siehe Tabelle 1). 








Tabelle 1. 
Organisches Jod Jod 
Material berechnet gefunden 
a oe 1,5 mg 1,49 mg 
BORE 4 6s 5 1,42 mg 1,40 mg 
Niere ...- 1,53 mg 1,56 mg 








Bei diesen, wie bei allen folgenden Analysen enthalt 1 ccm 
der verbrauchten Jodlésung 0,153 mg Jod, woraus sich der je- 
weils enthaltene Jodgehalt durch Multiplikation leicht berechnen 
liBt. In manchen chemischen Abhandlungen iiber Jodkalium 
findet sich die Angabe, daB das Jodkalium in der Hitze etwas 
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fliichtig sei. Um nicht beim Veraschen auf diese Weise Jod- 
verluste zu haben, habe ich bei obigen anorganischen Kontroll- 
versuchen die Proben fuBerst stark erhitzt, teilweise sogar ge- 
gliiht und konnte dabei kein Verdampfen des Jodkaliums fest- 
stellen. Auch beim Verseifen und Oxydieren befiirchtete ich, 
kénnten durch die Schwaden und Diampfe Jodverluste ein-— 
treten. Ich saugte sie deshalb mit einer Saugpumpe durch 
schwache Kalilauge und priifte dieselbe nachher auf Jod, ohne 
jedoch die geringste Spur darin finden zu kénnen. 

In den folgenden Versuchen wurde nun festgestellt, mit 
welchen Lésungsmitteln man aus der Schilddriise am meisten 
Jod extrahieren kann. 


So kamen zur Analyse: 


Ausgangsmaterial, 
Alkohol-Atherauszug. 
Wasserauszug. 
Wasserauszug (enteiweiBt). 
Acetonauszug. 

Riickstand. 


ery, PS 


Bei der Wahl des Ausgangsmaterials sind bereits einige 
wichtige Kautelen zu beachten. Will man einen Extrakt aus 
Schilddriisen in Hinden haben, der einigermaBen gleichmibig 
ist, so muB man von vornherein auf ziemlich viel Ausgangs- 
material achten, da jeweils neu beschafftes immer andere Ver- 
hiltnisse darbietet und man unter gleichen Herstellungsbedin- 
vungen ein anderes Extrakt erhilt, das dann ganz andere Wir- 
kungen zeitigen kann. Auch gebe man Obacht, daB man bei 
etwaigem Neubezug von Ausgangsmaterial immer denselben 
Schlachthof benutzt, da dieser erfahrungsgemiB stets sein Tier- 
material aus ziemlich derselben Gegend bezieht und man daher 
nur auf diese Weise einigermaBen Gewihr dafiir hat, ungefihr 
gleiche Verhiltnisse wiederzubekommen. Auch ist es sehr 
wichtig oder zweckmiBig, wenn man gréBere Mengen Ausgangs- 
material bezieht, dieses méglichst zu zerkleinern und durch- 
zumischen, um auf diese Weise die zum ‘T'eil auBerordentlich 
starken individuellen Unterschiede von Tier zu Tier durch 
Krreichung eines Durchschnittswertes etwas auszugleichen. Die 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVI. 16 
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Extrakte, die ich verarbeitet habe, stammen aus Schilddriisen- 
material, das aus dem Schlachthof Lichtenberg bei Berlin be- 
zogen ist. Es handelt sich um Schilddriisen von Hammeln 
und nur von solchen; denn auch hierbei ist groBe Vorsiclit 
notwendig, da der Jodgehalt der einzelnen Tierspezies unter- 
einander von auBerordentlich groBen Unterschieden ist. So 
enthalt z. B. die Schilddriise eines Pflanzenfressers das Viel- 
fache an Jod der Schilddriise eines Fleischfressers. Auch die 
Nahrung, die die Tiere erhalten haben, spielt fiir den Jodgehalt 
der Tiere eine groBe Rolle. So gibt z.B. die Firma Welcome 
and Brothers in Chicago, die etwa unseren Héchster Farb- 
werken entspricht, iiber den Jodgehalt ihres Schilddrisenaus- 
gangsmaterials eine schriftliche Garantie von 40mg Jod in 
100g frischen Driisen. Das ist eine Zahl, die ich hier nie 
habe erreichen kénnen. Bedenkt man aber, daB die genannte 
Firma ihren Viehbestand vornehmlich von den argentinischen 
Rinderfarmen bezieht, wo die Tiere saftiges, frisches und vor 
allem in der Nihe der Kiiste gewachsenes und daher sehr jod- 
haltiges Gras oder Heu fressen, so versteht man den durch 
die Herkunft und damit durch die Nahrung der Tiere be- 
dingten sehr hohen Jodgehalt ihrer Schilddriisen. Ich habe 
mit all dem nur auf einige ganz wenige Faktoren hinweisen 
wollen, um zu illustrieren, wie leicht man gerade in der Schild- 
driisenforschung zu divergierenden Resultaten kommen kann. 

Das Ausgangsmaterial, das mir zur Verfiigung stand, habe 
ich fein zerkleinert und getrocknet und zwar im Verhiltnis 1:5, 
so daB jeweils 20g der trocknen Schilddriise 100g frischer 
entsprechen: iibrigens ein Trocknungskoeffizient, der ziemlich 
iiblich ist, aber bei manchen Arbeiten leider nicht innegehalten 
wurde; denn nur dann, wenn ein ganz bestimmter und kon- 
stanter Trocknungsindex allgemein durchgefiihrt wird, lassen 
sich die Arbeiten der einzelnen Autoren, einigermaBen wenig- 
stens, quantitativ miteinander vergleichen. Die Herstellung 
der T'rockensubstanz geschah in folgender Weise: Die frischen 
Driisen (einige Hundert) wurden durch eine ziemlich fein ar- 
beitende Fleischhackmaschine getrieben, in ganz dinner Schicht 
mit groBer Oberfliche ausgebreitet und im Faust-Heimschen 
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Apparat bei strémendem Luttzug, der eine Temperatur von 
25—30° hatte, getrocknet, bis das Verhiltnis 1:5 erreicht war. 
Ks resultierte dann ein ziemlich trocknes, braunes Pulver mit 
dem tblichen scharfen Geruch trockner Organe. Dieses hielt 
sich in mit Glasstopfen verschlossenen Flaschen unbegrenzte 
Zeit, ohne daB Veriinderungen oder Zersetzungen eintraten. 
Wollte man die Organe fast zu einem staubférmigen Pulver 
zerreiben, so konnte man dies mit Hilfe eines vom Mechaniker 
Herrn Hofmeister vom Physiologischen Institut der Universitit 
Berlin hergestellten Zermahlapparates leicht erreichen. Diese 
kleine Maschine stellt eine geschickte Kombination von Messer, 
Keilenmérser und Presse dar. Das mit diesem Apparat her- 
gestellte, iuBerst fein zerriebene Organ lieB sich im Exsic- 
cator tiber geschmolzenem Chlorcalcium oder konzentrierter 
Schwefelsiure bis zur Staubfeinheit trocknen. 

Ich komme nun zur Schilderung der Herstellungsart der 
einzelnen Extrakte. Da die Extrakte zum Zwecke biologischer 
Versuche fiir Professor Peritz hergestellt wurden, muBten, 
da es sich um Vergleichsuntersuchungen handelte, gewisse 
quantitative Verhiltnisse genau eingehalten werden. 

So wurden vom Ausgangsmaterial 20g trockner Schild- 
driise entsprechend 100g frischer genau abgewogen und mit 
150cem absolutem Alkohol iibergossen und 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur (17—20°) unter Schiitteln extrahiert. Dann 
wurde abgenutscht und der Riickstand mit 150 ccm Ather 
senau so behandelt. Nun wurde wieder der Riickstand ab- 
senutscht und der Alkoholauszug mit dem Atherauszug ver- 
einigt, Er bekam folgende Bezeichnung: Extrakt I, Alkohol— 
Atherextrakt aus 100 g frischer Driise. 3 com —1g_frisches 
Organ. Es resultierte ein ganz schwach gelbliches Extrakt, in 
dem vereinzelte weiBe Fléckchen herumschwammen, die sich 
bald als Bodensatz nach unten senkten. 

Nun wurde der Riickstand, der von der obigen Extraktion 
iibrig geblieben war, mit 300 ccm destilliertem Wasser iiber- 
gossen und bei Zimmertemperatur 24 Stunden geschiittelt, der 
Riickstand wurde abgenutscht und dem Extrakt 10°/, Alkohol 


zugesetzt, um es vor Zersetzung zu schiitzen. Die Bezeichnung 
16* 
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war: Wabriges Extrakt aus 100 g Schilddriise mit 10°/, Al- 
kohol. 3ccm = 1g frisches Organ. Extrakt II. Es resul- 
tierte ein ganz schwach opalisierendes Extrakt mit einer Spur 
Bodensatz. 

Das Extrakt III wurde genau so hergestellt, war jedoch 
mit Uranylacetat enteiweiBt. Es resultierte ein ziemlich triibes 
Extrakt. Bezeichnung: Wabriges Extrakt, enteiweiBt, 10°). 
Alkohol. 3 ccm = 1 g frische Driise. 

Das Extrakt IV bestand nur aus einer Mischung des 
Ather—Alkohols und Wasserextraktes. Bezeichnung: Ather- 
Alkohol— Wasserextrakt. Extrakt IV. Mischung von Extrakt 
I und II. 3 ccm =1 g frische Driise. Es resultierte ein Ex- 
trakt, das zur Hauptsache aus einer ganz leicht opalisierenden 
Fliissigkeit bestand und einen ganz leichten Bodensatz hatte. | 
Oben dariiber stand eine diinne, aus Ather bestehende Schicht, 
die ziemlich triibe war, da sie etwas Wasser aufgenommen hatte. 

Das Acetonextrakt wurde genau in derselben Weise dar- 
gestellt und bekam die Bezeichnung: Acetonextrakt aus 100 ¢ 
frischer Schilddriise. 3 ccm Extrakt = 100g frische Driise, | 

Zum SchluB bleibt noch der Riickstand aus allen diesen 
Extrakten iibrig, der nur noch 14,3 g wog. Bezeichnung: 
Riickstand aus Schilddriise. 14,3 g = 20g trockner = 100 ¢ 
frischer Driise. | 

Es folgen jetzt die Analysenresultate der Extrakte, die 
durchweg nach dem oben angegebenen Verfahren analysiert 
wurden. Es wurden jeweils 2 Analysen angestellt und aus 
diesen Analysen jeweils der Titrationsmittelwert zur Berechi- 
nung des Jodgehaltes in Rechnung gesetzt. Die Angaben des 
Jodgehaltes beziehen sich der Einfachheit halber immer au! 
100 g frische Schilddriise. 

Jodgehalt des Ausgangsmaterials: 2 Analysen. Mittelwert 
aus beiden Analysen 4,96 ccm Jodkalilésung. Resultat: In 
100 g frischer Driise sind 30,36 mg Jod enthalten. 

Analyse des Extrakts I. Alkohol—Atherextrakt: 2 Analysen 
von genau je 40 ccm. Mittelwert aus beiden Analysen 1,0 ccm 
Jodkalilésung. Resultat: In 300 com = 100g frische Drise 
sind 1,147 mg Jod enthalten. 
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Analyse des Extraktes IJ. WiBriges Extrakt. 2 Analysen, 
analysiert genau 60 ccm. Mittelwert aus beiden Analysen 
5,0 ccm Jodkalilésung. Resultat: In 100 g frischer Driise sind 
3,825 mg Jod enthalten. 

Analyse des Extraktes III. WaBriges Extrakt, enteiweiBt. 
2 Analysen, analysiert genau je 60 ccm. Mittelwert verbrauchte 


Jodkalilésung 4,25 ccm. Resultat: In 100g frischer Driise 


sind 3,251 mg Jod enthalten. 

Analyse des Extraktes 1V. Ather—Alkohol— Wasserextrakt. 
Zur Analyse kamen je 40 ccm, je 2 Analysen. Mittelwert 
27 ccm Jodkalilésung. Resultat: In 100g frischer Driise 
sind 3,09 mg Jod enthalten. 

Analyse des Acetonextraktes. 2 Analysen zu je 40 ccm. 
Mittelwert aus beiden Analysen 0,07 com Jodkalilésung. Re- 
sultat: In 100g frischer Driise sind 0,05 mg Jod enthalten. 

Analyse des Extraktionsriickstandes. 2 Analysen, analysiert 
genau je 0,5 g. Mittelwert aus beiden Analysen 5,63 ccm Jod- 
kalilésung. Resultat: In 100 g frischer Driise —14,3 g Riick- 
stand sind 25,0 mg Jod enthalten. 


Tabelle 2. 


























: . Verbrauchte Mg-dod auf 
Extraktbezeichnung | Analysenmenge Ri pee 100 g frische 
° © | Driise berechnet 
I. 40 ecm 1,00 cem 1,147 mg 
Il. 60 5,00 8,825 
Ill. 60 4,25 3,251 
IV. 40 2,70 3,09 
Aceton 40 0,07 0,05 
Ausgangsmaterial 0,5 g 4,96 30,356 
Riickstand 0,5 5,63 5,00 
Bilanz. 
Extrakt I . . . . 1,147 mg auf 100g frische Driise. 
Extrakt II. . . . 38,825mg , 100g _,, oa 
Aceton ....°* 005 mg , 10¢ , “ 
Riickstand. . . . 25,0 mg. 


Zusammen: 30,022 mg — 
Ausgangsmaterial: 30,356 mg 
Verlust: 0,334 mg. 
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III. Getrennte Bestimmung des EiweiB-, Lipoids- und anorga- 

nischen Jodgehaltes der Schilddriise, verbunden mit einer 

Bestimmung der notwendigen Qualitat Alkohol bzw. Wasser, 

zur restlosen Erschopfung der Schilddriise durch diese Lésungs- 
mittel. 


Fellenberg unterscheidet bei der quantitativen Bestim- 
mung organischer Jodbestandteile den von vornherein vor- 
handenen anorganischen Jodanteil von einem Lipoidjodanteil. 
Beide sind in Alkohol léslich, der Lipoidanteil besser noch in 
Chloroform. Auf die Schilddriise angewandt, ist nun der weder 
in Chloroform noch in Alkohol lésliche Teil Eiweifjod, das 
durch einfache Subtraktion nachher gefunden werden kann. 
Die Trennung der einzelnen Bestandteile vollzieht sich folgender- 
mafSen: Zuniichst extrahiert Fellenberg die zu untersuchende 
Substanz quantitativ mit 95°/, Alkohol, vereinigt die Alkohol- 
ausziige in einer Platinschale, verdunstet den Alkohol auf dem 
Wasserbade unter bestiindigem Riihren, lést den Riickstand in 
Wasser und bringt diese letztere Lésung in ein grofes Zen- 
trifugenglas, setzt Chloroform zu, schiittelt gut durch und er- 
hilt eine weibe Emulsion. Dann zentrifugiert er das Chloro- 
form vom Wasser scharf ab und erleichtert die Trennung noch 
durch Zusatz von Salzsiure 1:1, der eine Spur Natrium- 
bisulfitlésung beigemengt ist. Nach dem Zentrifugieren sammelt 
er getrennt von der wiBrigen Liésung das Chloroform, wieder- 
holt dieses Verfahren 3—4mal und bestimmt in den ver- 
einigten Chloroformausziigen das vereinigte Lipoidjod, wihrend 
im restierenden, wiBrigen Riickstand alles anorganische Jod 
gelést ist. 

In den folgenden Analysen habe ich nun eine Trennung 
und quantitative Bestimmung des Lipoids und anorganischen 
Jods durchgefiihrt. Trennung nach den Angaben von Fellen- 


berg, Bestimmung nach der bisher angegebenen Methode. | 


Gleichzeitig wurde mit dieser Analyse eine Bestimmung ver- 
bunden, wieviel Jod sich maximal aus der Schilddriise iiber- 
haupt extrahieren liBt. Zu diesem Zwecke wurden genau 
0,5 g Schilddriise trocken 1:5 so lange mit Alkohol tibergossen 
und bei 60—65° extrahiert, bis eine entnommene Alkohol- 
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probe, auf Platin verdampft und erhitzt, weder Riickstand, 
noch Verkohlung ergab. Dabei stellte ich fest, daB zur volligen 
Extraktion 150 ccm Alkohol notwendig sind. Der Sicherheit 
halber extrahierten wir noch mit 100 ccm Alkohol; Zeit der 
Extraktion etwa 2 Stunden mit RiickfluBkihler. 

Ergebnisse: Im Mittel von 2 Analysen verbrauchten der 
anorganische Jodteil 0,2 ccm, der Lipoidjodteil 0,09 ccm und 
der Riickstand 4,55 ccm Jodkalilésung. 

Resultat: A. Zur volligen bis zur Erschépfung gehenden 
Extraktion von Schilddriisen mit 95°/,igem Alkohol sind bei 
einer Temperatur von 60—65° C und einer Zeitdauer von 
2 Stunden 300 mal so groBe Mengen Alkohol wie Schilddriise 
notwendig. 

B. 100 ¢ frische Schilddriise —20 g trockene enthalten: 


EiweiBjod . . .. . . . . 27,846 mg 
lapeigjod 2s se sw st we ee 6m 
Anorganisches Jod . . . . . 1,200 mg 


C. Der mit Alkohol voéllig erschépfte Rickstand enthalt 
auf 100 g frische Driise berechnet 27,846 mg Jod. 


Bilanz. 


Addiert mén die letzten Analysenergebnisse zusammen, 
so bekommt man einen Gesamtjodgehalt von 29,686 mg Jod 
auf 100 g frische —20 g trockene Driise. 

Die Differenz zwischen beiden Analysen erklart sich aus 
dem auBerordentlich schwierigen Trennungsverfahren der H’ellen- 
bergschen Methode, die zu diesen unbedeutenden Verlusten 
fiihren muBte. 


Herstellung eines wiBrigen Auszuges aus 0,5 ¢ 
trockner Schilddriise 1:5 bis zur Erschépfung, der 
vollstindig frei ist von anorganischem und Lipoidjod 

und nur HiweiBjod enthialt. 

Zu diesem Zwecke wurden 0,5 g Schilddriise trocken mit 
250 ccm Alkohol bei 65° 2 Stunden extrahiert, um alles an- 
organische und Lipoidjod zu fangen. (Dieser Alkoholauszug 
enthielt, auf 100 g frische Driise berechnet, 1,72 mg anorga- 
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nisches — und Lipoidjod.) ,,Der Unterschied von 0,1 mg in 
dieser Analyse zur obigen erklart sich daraus, daB es eine 
andere Probe von Schilddriise war und ist im iibrigen AuBerst 
gering, da er ja schon auf 100 g frische Driise berechnet ist.‘ 
Nach der Alkoholextraktion wurde der Schilddriisenriickstand 
bei 60° so lange mit Wasser extrahiert, bis eine entnommene 
Probe, auf Objekttrager oder Platinblech gebracht, keinen 
Riickstand oder Verkohlung zeigte. Dazu waren 100 ccm 
Wasser notig. Zur Sicherheit wurde nochmals mit weiteren 
100 ccm extrahiert. Dann wurde der Wasserauszug einge- 
dampft, beim Eindampfen konnte man eine deutliche Koagu- 
lation von Eiwei8 bemerken. Dann T'rennung des anorganischen 
und organischen Jodes nach Fellenberg und Jodanalyse. 
Resultat: Anorganisches Jod 0,00, Lipoidjod 0,00 und Kiweif- 
jod 7,40 mg berechnet auf 100 g frische Driise. Nun wurde 
noch die Jodbestimmung des Riickstandes ausgefiihrt, und hier 
fanden sich, berechnet auf 100 g frische Driise 21,0 mg Jod. 
Durch vorangehende Extraktion von Schilddriise mit Alkohol 
bis zur Erschépfung und darauffolgender Extraktion des 
Alkoholrickstandes mit Wasser, liBt sich also ein wiBriges 
Extrakt herstellen, das absolut frei auch von den geringsten 
Spuren von anorganischem und Lipoidjod ist. 


Ergebnis. 


20,0 g Schilddriise trocken 1:5 entsprechend 100 g frischer 
Drise enthalten: 

Im Alkoholauszug: 1,72 mg Lipoid und anorganisches Jod. 

Im Wasserauszug: 0,00 mg Lipoid und anorganisches 
Jod. 7,40 mg EiweiBjod. 

Der Riickstand enthalt: 21,0 mg Jod. 

Alles zusammen ergibt 29,61 mg Jod. Das Ausgangs- 
material enthielt 30,35 mg. Der Jodverlust betrigt 0,74 mg 
auf 100 g Ausgangsmaterial. 

Zur vollkommenen Wasserextraktion bis zur Erschépfung 
ist eine 200 mal so groBe Menge Wasser wie Schilddriise not- 
wendig, bei einer Temperatur von 60° und einer Extraktions- 
auer von 2 Stunden. 
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Zusammenfassung. 


1. Fir physiologisch-chemische und klinische Jodbestim- 
mungen ist die Rabourdinsche Methode mit einigen kleinen 
Modifikationen 4uferst brauchbar. 

2. Jodhaltiges Material laBt sich aus der Schilddriise so- 
wohl mit Ather, Alkohol als auch mit Wasser extrahieren, 
nicht jedoch mit Aceton, doch sind die erhaltenen Werte 
fiuBerst gering. Das meiste Jod bleibt im Riickstand. 

8. Von den 3 Lisungsmitteln Ather, Alkohol und Wasser 
laBt sich aus der Schilddriise mit Wasser das meiste Jod 
extrahieren. 

4, Mittel fraktionierter Extraktion mit Alkohol und dann 
mit Wasser laBt sich in der Schilddriise das Gesamtjod in die 
Gruppen anorganisches Jod, Lipoidjod und Eiweifjod trennen 
und diese Trennung quantitativ durchfihren. 

5. Zur restlosen Erschépfung eines Quantums Schilddriise 
mit Alkohol ist die 300 fache Menge Alkohol notwendig. 

6. Zur restlosen Erschépfung eines Quantums Schilddriise 
mit Wasser ist die 100—150fache Menge Wasser notwendig. 

7. Vorherige Extraktion der Schilddriise mit Alkohol und 
dann des resultierenden Riickstandes mit Wasser erméglicht 
die Herstellung eines wiaBrigen Schilddriisenextraktes, das 
absolut frei von jeder Spur von anorganischem und Lipoid- 
jod ist. 

Zum Schlusse sei es mir gestattet, Herrn Prof. Peritz 
fiir die Uberlassung der vorstehenden Arbeit auch an dieser 
Stelle meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. 
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Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XIV. Mitteilung. 


Studien zur Frage der Uricolyse und der Harnsaure- 
ausscheidung. 
Von 
S. J. Thannhauser, L. Lurz und P. vy. Gara. 


(Aus der Medizinischen Poliklinik (S.J. Thannhauser) und der Chirurgischen 
Klinik (E. Enderlen) in Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1926.) 


Die Frage der Uricolyse steht im Brennpunkt der Physio- 
logie und Pathologie des menschlichen Purinstoffwechsels 
Uberblickt man die Forschungsergebnisse der letzten Jahre 
so ist kein Zweifel, da& die Ansicht immer mehr durchdringt, 
daB der Mensch die Harnsiiure in irgendwie nennenswerter 
Weise nicht weiter abzubauen vermag. Brugsch und Schitten- 
helm?) waren die einzigen Autoren, die an der fermentativen 
Zerstérung der Harnsiiure beim Menschen festhalten wollten 
und immer wieder Stoffwechselversuche zur Stiitze ihrer An- 
sicht ins Feld fihrten, bei denen oral gereichte Purine nur 
unvollstiindig als Harnsiure ausgeschieden wurden. Brugsch 
hat aber in Gemeinschaft mit Rother*) im AnschluB an die 
Versuche von Thannhauser und Dorfmiiller*%) tber die 
Zerstérung der Purine durch Bakterien der menschlichen Darm- 


flora, auf welche bereits Sivén*) hingewiesen hatte, sich von 


der intermediiren Uricolyse abgewendet, so da8 eigentlich nur 
1) Schittenhelm, Diese Zs. Bd. 63, S. 248 (1909). 

2) Rother, Diese Zs. Bd. 110, S. 245 (1920). 

5) Thannhauser u. Dorfmiiller, Diese Zs. Bd. 102, S. 148 (1918). 
‘) Sivén, Pfliigers Arch. Bd. 157, 8. 582 (1914). 











252 S.J. Thannhauser, L. Lurz und P. v. Gara, 


Schittenhelm fiir die Zerstérung der Harnsiure im inter- 
mediaren Stoffwechsel noch eintritt. Neue experimentelle Tat- 
sachen konnte Schittenhelm nicht erbringen. 

Konnte man nunmehr yon einer ziemlich einheitlichen 
Auffassung des menschlichen Purinstoffwechsels sprechen, so 
iiberrascht es, daB in neuester Zeit Folin?) auf Grund experi- 
menteller Arbeiten an Hunden fir die menschliche Uri- 
colyse Beweise zu erbringen sucht. Es mu8 von vornherein 
darauf hingewiesen werden, daB Versuche an Tieren, bei denen 
eine ganz ausgiebige Uricolyse (Wiechowski’)) stattfindet, 
niemals einen Schlu8 auf den menschlichen Purinstoffwechsel 
erlauben. Aus diesem Grunde ist es unstatthaft, von Hunde- 
versuchen auf den Purinstoffwechsel des Menschen zu exempli- 
fizieren. 

Die Beweisfiihrung Folins geht aus diesem Grunde von 
einer falschen Veraussetzung aus. Zudem ist seine experi- 
mentelle Anordnung nicht ausreichend, um auch bei Hunden 
ein uricolytisches Ferment im kreisenden Blute zu beweisen. 
Folin spritzte Hunden 100 mg Harnsaure pro Kilogramm 
k6érpergewicht intravenés ein und fand, in verschiedenen Inter- 
vallen untersucht, die Hauptmenge der injizierten Harnsiure 
in den Nieren, wahrend die iibrigen Organe nur geringe Konzen- 
trationserhéhungen zeigten. (Bei einem Versuche Folins’*) 
findet er 10 Minuten nach der Injektion in den Nieren 126 mg-°/,, 
im Muskel 2,5 mg-°/,, in der Leber 3,8 mg-°/,, in einem anderen 
Versuch in den Nieren 162 mg-°/,, im Muskel 4,4 mg-°/,, in 
der Leber 7,6 mg-°/,.) Nach seiner Berechnung bleibt ein 
Defizit von etwa 70°/, der injizierten Harnsiure schon nach 
den ersten 10 Minuten. Dieses Defizit soll durch eine Uri- 
colyse im Blute zustande kommen. Diese Folgerung Folins 
iiberrascht, denn weder dieser Forscher noch andere Autoren 
haben jemals ein uricolytisches Ferment im Blute nachgewiesen. 
Hingegen steht es nach den Untersuchungen von Wiechowski*) 


‘) Folin, Berglund u. Derrick, Jl. of Biol. Chem. Bd. 60, 
S. 361 (1924). 

*) Wiechowski, Hofm. Beitr. Bd. 11, S. 109 (1908). 

*) Folin, Berglund u. Derricke, a.a. O. 

*) Wiechowski, a. a. O. 
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fest, daB injizierte Harnsiiure bei Hunden sehr rasch zu 
Allantoin (wahrscheinlich in der Leber) abgebaut wird. Es ist 
nicht einzusehen, warum das Verschwinden der injizierten 
Harnsaiure nicht durch diese, bisher einzig feststehende Art 
und an dem iblichen Ort (Leber) des Harnsiureabbaues zu- 
stande kommen soll. Folin glaubt, lediglich weil er in den 
anderen Organen keine Harnsiurevermehrung findet, daB sie 
im Blute abgebaut wird. Dieser SchluB ist nach den vor- 
liegenden experimentellen Befunden durchaus ungerechtfertigt. 
Ks ist ganz selbstverstindlich, daB die Harnsiiure in den 
Urganen, welche nachgewiesenermaBen wie die Leber beim 
Hunde ein uricolytisches Ferment besitzen, nicht mehr zu 
finden ist. Warum sollte gerade dieses uricolytische Ferment 
im Blute vorhanden sein, wo es bisher und auch von Folin 
nicht gefunden wurde? Folin fihrt einen einzigen Versuch 
an, der die Uricolyse im Blute beweisen soll und der tat- 
sichlich das Gegenteil beweist. Er injiziert einem Hunde 
100 mg Harnsiure pro Kilogramm Kérpergewicht, tétete den 
Hund nach 6 Minuten und fand nunmehr den Harnsiurespiegel 
im Blute erhéht und auch, im Gegensatz zum lebenden Hunde, 
dauernd hoch. Folin schlieBt daraus, daB die Uricolyse nur 
beim lebenden Tiere im kreisenden Blute stattfinde. Uns 
scheint dieser Versuch zu beweisen, dab der Kreislauf des 
Blutes nétig ist, um die injizierte Harnsiuremenge an den Ort 
der fermentativen Uricolyse zu den Organen, speziell zur Leber 
zu bringen.') Hort die Blutbewegung auf, so wird die Haupt- 
menge der injizierten Harnsiure im Blute verbleiben und eine 
Abnahme der Harnsiure — wie es auch Folin zeigt — nicht 
stattfinden. Dieser Versuch hat hinsichtlich eines uricolytischen 
Fermentes bei Hunden nichts anderes ergeben, als wir schon 
aus den Untersuchungen von Wiechowski und anderen Autoren 
wu8ten, da8 nimlich injizierte Harnsiiure beim lebenden Hunde 
sehr rasch aus dem Blut verschwindet. Die Annahme eines 





*) In diesem Sinne sprechen auch die neueren Versuchsergebnisse 
von Enderlen, Thannhauser und Jenke, die bei Hunden nach 
Leberexstirpation eine Erhéhung des Blutharnsiiurespiegels auf ein Mehr- 
faches fanden. 
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uricolytischen Fermentes im Blute, die Folin zu _ beweisen 
glaubte und ganz ungerechtfertigter Weise auch fiir das mensch- 
liche Blut annimmt, ist aus den obigen Uberlegungen hinfillig, 

Um unsere Auffassung, daB nach den bisherigen Befunden 
weder beim Hunde noch beim Menschen im Blute oder in den 
Saften eine Uricolyse statthat, experimentell neuerdings zu 
festigen, haben wir Versuche mit Eiter angestellt, die den 
Nachweis eines uricolytischen Fermentes in der Kiterfliissig- 
keit zum Ziele hatten. Wir gingen von der Uberlegung aus, 
daB ein uricolytisches Ferment, das im Blute vorhanden wiire 
und wahrscheinlich von den weiBen Blutzellen produziert wiirde, 
sich folgerichtig in der Hiterfliissigkeit in vermehrter Menge 
finden miisse. 

Ganz unabhingig von der Frage der Uricolyse verdient 
die Beobachtung von Folin, da8 intravenés zugefiihrte Harn- 
siure sich in betriichtlichem MaBe in den Nieren anhiiufe, be- 
sondere Beachtung. So findet, wie schon oben erwihnt, Folin 
beispielsweise nach 10 Minuten eine Konzentration von 162 mg-°/ 
gegeniiber von etwa 1,2—1,4 mg-°/, im Normalen. Hine der- 
artige Konzentrationserhéhung im Ausscheidungsorgan kénnte 
man sich rein mechanisch bedingt vorstellen, gleichsam, wie 
wenn grob dispers suspendierte Stoffe sich in einem feinen 
Filter anstauen. Derartige mechanische Vorstellungen sind 
meist falsch. Auch in diesem speziellen Falle diirften sie 
nicht zutreffen, da die injizierten Lésungen molekulare Lésungen 
waren, obgleich zugegeben werden muB, daB der Lésungs- 
zustand nach der Injektion im kolloidalen Medium des Serums 
ein anderer als ein molekularer sein kénnte. Aller Wahr- 
scheinlichkeit nach diirfte es sich um eine biologische Funktion 
der Niere handeln, die aus dem Blute die Harnsiure konzen- 
triert. Der Durchtritt durch die Niere, d. h. die Sekretion in 
den Harn, scheint in zwei funktionell getrennten Momenten 
zu verlaufen: in einer Konzentrationssteigerung im Organ selbst 
und in einer Sekretion der im Organ angereicherten Substanz. 
Es erschien uns von besonderem Interesse zu sehen, ob diese 
Funktionen der Niere rein cellular bedingt sind und inwieweit 
sie vom Zentralnervensystem beeinfluBt werden. Diese Frage 
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suchten wir einer Lésung dadurch niher zu fiihren, daB wir 
die eine Niere nach Durchtrennung der Nierengefaifbe durch 
Verbindung der A. und V. renalis mit der A. und V. iliaca 
reimplantierten und dadurch vollstindig entnervten. Wir stellten 
uns die Frage, ob in der reimplantierten entnervten Niere 
nach Harnsiureinjektionen die Harnsiurekonzentration sich in 
cleicher Weise steigere wie in der normalen Vergleichsniere. 

In weiteren Versuchen sollte untersucht werden, ob der 
Darm als Ausscheidungsorgan fiir Harnsiure in nennenswerter 
Weise in Betracht komme. Brugsch und Rother!) glauben, 
daB dieser Weg der Harnsiiureausscheidung fiir die Physiologie 
und Pathologie des Purinstoffwechsels von wesentlicher Be- 
deutung sei, obgleich sich auch aus ihren eigenen Versuchen, 
wie spiter gezeigt werden wird, kein Anhaltspunkt hierfiir 
ergibt. 


Experimenteller Teil. 


A. Zur Frage der Uricolyse. 


Fir die Feststellung eines uricolytischen Fermentes werden 
verwendet: 

1. durch Terpentin erzeugter aseptischer Hundeeiter, 

2. tuberkuléser menschlicher Eiter, 

3. menschlicher Kmpyemeiter. 

Versuchsanordnung: Zur Erzeugung des aseptischen 
Kiters wurden einem Hunde 2 ccm Terpentin in die Pleura- 
hdhle injiziert. Nach 8 Tagen konnte eine reichliche Menge 
celblichroten Eiters durch Punktion gewonnen werden. Der 
Kiter kam hierauf in sterile Glaser, die fest verbunden im 
brutschrank bei einer Temperatur von 37° gehalten wurden. 
Zur Kontrolle wurden auch zwei verschieden konzentrierte 
Liésungen von Mononatriumurat (nach Gudzent?) hergestellt) 
verwendet und unter denselben Bedingungen verarbeitet. Die 
quantitativen Bestimmungen des Harnsiuregehaltes erfolgten 
colorimetrisch nach Folin. 


‘) Brugsch u. Rother, Diese Zs. Bd. 143, 8. 48 (1925). 
?) Gudzent, Diese Zs. Bd. 56, S. 150 (1908). 
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Tabelle I. 
Harnsiuregehalt in mg-/). 
Sofort beim | Probe | Probe | Probe Probe 
Einlegeni.d.}| nach | nach nach nach 
Brutschrank | 40 Std. | 70 Std. | 110 Std. | 210 Std. 
Kontroll-Lésung ,,A“ 9,8 9,8 9,8 6,3 aaa 
- me 7,7 7,6 7,6 5,1 —- 
Biter ob]. . ca 7,2 6,8 | 6,8 6,4 6,4 
a NN ne we 5,7 5,4 | 5,4 5,4 5,4 

















Bei einem weiteren Versuche wurde menschlicher KEiter, 
von einem tuberkulésen SenkungsabszeB stammend, verwendet. 
Der Eiter enthielt mikroskopisch und kulturell Streptococcen 
(Mischinfektion). Unter denselben Bedingungen, wie im vorigen 
Versuch, wurden nun folgende Lésungen hergestellt und im 


Bratschrank gehalten: 


a) Eiter allein, 
b) Eiter, hierzu zur Konservierung etwas Carbolsiure, 
ec) Kontrollharnséurelésung ,,A", 

<5 


d) ”? ? P] 7 a 
e) m »A“ mit Eiter, 
f ; wn hierzu Carbolsiiure 
? b] 6 ” 9 b] 
g) ” yA’ ” ” 9 7 und 


Hendersonsche ,,Phosphate Mixture“, vgl. Levene u. Meyer’), 
h) Kontrollharnsiiurelésung ,,B“ mit Eiter, hierzu Carbolsiiure, 
‘ 








i) ” 1 BS a... ” ” ” und 
Hendersons ,,Phosphate Mixture“. 
Tabelle II. 
Harnsiuregehalt in mg-°/,. 

Sofort beim Probe 
si Me ; Probe nach | Probe nach | Probe nach 
Nr. |Einlegeni. d. 48 Std 96 Sta on fad nach 

Brutschrank ae a 10 Tagen 
a 4,28 4,28 4,28 4,28 _ 
b 4,28 4,28 4,28 4,28 — 
¢ 26,4 26,4 — _ 26,4 
d 11,2 11,2 — — 11,2 
e 9,6 9,6 11,8 11,8 wm 
f 13,2 11,8 13,2 13,2 68 
g 13,2 13,2 13,2 13,2 se 
h 10,8 10,8 10,8 10,8 _ 
i 10,0 10,0 10,0 10,0 te 

















of ee 


1) Levene u. Meyer, Jl. of Biol. Chem. Bd. 11, S. 361 (1912). 
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In einem dritten Versuch wurde schlieBlich menschlicher 
Hiter, von einem Pleuraempyem stammend, verwendet. Hr 
enthielt Staphylococcen. Unter denselben Versuchsbedingungen, 
wie in den beiden eben beschriebenen Versuchen, ergaben sich 
die in Tab. ITI niedergelegten Ergebnisse. 

Tabelle IU. 


Harnsiiuregehalt in mg- 








‘ aa . j 
Sofort beim ; Probe | Probe 











Einlegeni.d.; mach | nach 
Brutschrank | 50 Std. | 196 Std. 
Liter allein . 3.6 3.6 : 
Kontrollharnséurelésung allein . 16,8 ; 168 4; — 
Ki +7 ; K * Lik ar 2 16 . . { 2 0? 29 
“iter mit NKontroliharnsaurelo0sung 8,02 i 8,32 8,32 
=e . a ee § 
Eiter mit Kontrollharnsiiurelésung, } 
hierzu etwas Carbolsiiure . i 8,32 | 8,2 8,2 


Aus den Ergebnissen der Tabellen I—III geht hervor, 
daB sich im Brutschrank bei einer Bebriitung bis zu 10 Tagen 
der Harnsiuregehalt sowohl der Kontroll-Lésungen, wie auch 
des Eiters kaum nennenswert veriindert. Die kleinen Ab- 
weichungen, welche sich finden, sind wohl aut Versuchsfehler 
zurickzufiihren. Des weiteren geht aus den eben dargestellten 
Versuchen hervor, daB dér Zusatz der Carbolsiiure ohne jeg- 
lichen EHinfluB geblieben ist, ebenso wie auch das Hinzufiigen 
der ,Hendersonschen Phosphate-Mixture“*, welche in den 
Versuchen von Levene und Meyer!?) tiber den EinfluB der 
Leukocyten auf die Glucose eine so bedeutende Rolle spielte. 


B. Uber die Verteilung der Harnsadure nach intravendsen 
Injektionen in den verschiedenen Organen der Hunde. 
Bei den nun folgenden 5 Versuchen dienten Hunde als 

Versuchsobjekte.?) Zum Teil wurden dabei ahnliche Verhiéltnisse 
sewahlt, wie es Folin, Berglund und Derrick?) getan hatten. 


') Levene u. Meyer, a. a, O. 

2) Eine ausfiihrliche Darstellung des chirurgischen Teiles und der 
nichsten Versuche wird von Lurz und Gara an anderer Stelle erfolgen. 

*) Folin, Berglund u. Derrick, a.a. O. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVI, 17 











258 S. J. Thannhauser, L. Lurz und P. v. Gara, 


Tabelle IV. 


Harnsiduregehalt in mg-°/. 


= 
. 


Nach Freilegung der Nierengefife: Injektion von 95 mg Harn- 
siure pro kg Korpergewicht innerhalb von 4 Min. i. d. V. jugu!. 


2. Nach 2 Minuten Punktion der Aorta . . . . 13,5 
<< xe w “ , linken V. renalis 13,5 
i. , @& ” ‘i » Weta. . « + TH 
5. «= & ™ e 5, rechten V.renalis 9,8 


in 100 g Organbrei 
6. Nach 3 Minuten Exstirpation der linken Niere . 124,0 
> _ a " » Yechten ,, . 100,0 


Der Versuchshund ,A“ wog 8,2 kg und erhielt 950 mg 
Mononatriumurat in sterilem Wasser gelést innerhalb von 
4 Minuten durch die Vena jugularis, also 780 mg Harnsiure, 
d. h. etwa 95 mg pro Kilogramm Ké6rpergewicht. Nach 2 Min. 
ergaben die in Aorta und Nierenvene angestellten Proben nocl: 
gleiche (erhéhte) Werte von 13,5 mg-°/, Harnsaéure (Normal- 
werte etwa 0,5—1,0 mg-°/,). Somit ist der SchluB erlaubt. 
daB zu diesem Zeitpunkt keine nennenswerte Verinderung des 
Blutharnsiiurespiegels bei der Nierenpassage stattfand. Die 
eine Niere selbst — 1 Minute spater untersucht (wobei dic 
Untersuchung bzw. Vorbereitung der Organbreie in diesem uni 
in den folgenden Versuchen nach Folin?) stattfand) — ergab 
fiir die Niere betrachtlich erhéhte Werte von iiber 100 mg-°,. 
(Normalwerte etwa 1,2 mg-°/,). Daraus folgt, daB in der Niere 
eine Stapelung statthaben muB, da der Harnsiuregehalt diesen 
Zeitpunkt mehr als 100 fach iiber der Norm erhéht war. Nach: 
5 Minuten ergab das Aortenblut noch 10,2 mg-°/, Harnsiure, 
wihrend nach 8 Minuten in der rechten Nierenvene 9,8 mg-° , 
zu finden waren. Zur selben Zeit enthielt die noch im Kérper 
verbliebene rechte Niere noch 100 mg-°/, Harnsiure. Vor 
einer bemerkenswerten Abgabe aus den Nieren ins kreisende 
Blut ist hier wenig zu sehen, ebenso wie auch die von Folip 
und seinen Mitarbeitern geforderte Zerstérung im kreisenden 
Blute nicht zur Geltung kommt. Ob die Exstirpation der 





') Folin, Berglund u. Derrick, a. a. O. 





\ 
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linken Niere auf die Funktion der noch iibrig bleibenden rechten 
von Bedeutung ist, bleibt dahingestellt. 

Beim Hunde ,B~,, der 10,5 kg wog, wurden 1295 mg 
Mononatriumurat = 1050 Harnsaéure, d.i. 100 mg pro Kilo- 
gramm Kérpergewicht innerhalb von 3 Minuten in die Vena 


jugularis injiziert. 


Tabelle V. 
Harnsduregehalt in mg-°/,. 
1. Kxstirpation beider Nieren. 
2. Injektion der Harnsiiurelésung. 


3. Nach 3 Minuten im Venenblut. . .. . 25,6 
t ue x m cf se ews 
in 100 g Organbrei 
5. Nach 8 Minuten: Muskel. ..... ._ 5,68 
a 
Pankerees ... « «© « & 3S 
ae 


Vor der Injektion der Harnsiiurelésung wurden beide Nieren 
operativ entfernt. Die Injektion selbst dauerte 3 Minuten und 
die erste Blutentnahme erfolgte nach weiteren 3 Minuten aus 
einer Kérpervene. Der Blutharnsiuregehalt betrug zu diesem 
Zeitpunkt 25,6 mg-°/, Harnsiiure; nach weiteren 3 Minuten war 
ein geringes Absinken auf 21,5 mg-°/, festzustellen. 8 Minuten 
nach der Injektion wurden Proben aus verschiedenen Organen 
des Tieres verarbeitet. Wie aus Tab. V hervorgeht, war der 
Harnsiuregehalt wohl im allgemeinen erhdht, jedoch wies kein 
einziges Organ auch nur anniihernd eine so hohe Zahl auf wie 
die Niere bei Hund ..A“ (vgl. T'ab. LV): der erhéhte, im Darm 
ermittelte Wert erinnert an die von Brugsch und Rother 
gemachten Wahrnehmungen iiber eine ,enterotrope“* Harnsiure 
nach Injektionen. Auch beim Hunde ,B*“ konnte kein be- 
sonders rasches Absinken und damit eine Zerstérung der Harn- 
suure im kreisenden Blute gefunden werden, ein Umstand, aut 
den Folin und seine Mitarbeiter sehr groBen Wert gelegt 
hatten, die aber auch in der genannten Arbeit von Brugsch 
und Rother keine Zustimmung findet. 

Dem Hunde .C“ wurde vor Beginn des Versuches die 
eine Niere transplantiert und zwar wurden die Art. und Vena 

17* 
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renalis sinistra mit der Art. und Vena iliaca dextra durch 
GefaBnihte verbunden. In einem Vorversuch wurden statt 
der umstiindlichen und zeitraubenden ,GefiBnihte Glaskaniilen 
verwendet, die sich aber bald mit geronnenem, thrombosierten 
Blut verstopften, so daB der Versuch daran scheiterte. 


Tabelle VI. 
Harnsiuregehalt in mg-°/). 


1. Transplantation der linken Niere durch GefiaB8nihte. 


2. Injektion der Harnsiiurelésung. 

3. Nach 3 Min. Punktion der Aorta . . . . . 37,9 

i cas “SO ice y , rechten V. renalis 36,8 

a) « GB ow si » Weta... « «. BS 

m& oo GR cx es » linken V. renalis 26,3 
7 a Eos " » rechten V. _,, 70,0 


in 100 g Organbrei 
8. Nach 13 Min. Exstirpation der linken Niere 120,0 
9. sp Ga ee “s » rechten ,, 280,0 


Dem 17 kg schweren Hunde wurden wiederum 100 mg 
Harnsiure pro Kilogramm Korpergewicht in Form von Mono- 
natriumurat injiziert. Die 3 Minuten spiter der Aorta und 
der Vene der rechten (ist gleich unberiihrten) Niere -— sie 
kann auch als ,gesunde“ bezeichnet werden — entnommenen 
Blutproben zeigten beziiglich der Harnsiure annahernd gleiche 
und erhéhte Werte. 6 Minuten nach der Injektion konnte ein 
leichter Abfall des Harnsaiurespiegels im Aortenblut festgestell! 
werden. Der nach 9 Minuten aus der Vene der transplantierten 
Niere ermittelte Harnsiiurewert zeigte keine wesentliche Ab- 
weichung von dem nach 6 Minuten im Aortenblut gefundenen: 
dagegen fand sich nach 11 Minuten im Blute der die ..ge- 
sunde* Niere verlassenden Vene ein auffallend hoher Harn- 
siiturewert. Nach 13 Minuten wurden nun dem Tiere operatiy 
beide Nieren entfernt nnd im Organbrei deren Harnsiure- 
gehalt ermittelt. Da zeigte sich, daB die rechte = gesunde Niere 
einen sehr hohen Harnsiuregehalt besaB (280 mg-°/,), wihrend 
in der linken = verlagerten Niere der Harnsiiuregehalt zwar 
auch der Norm gegeniiber eine sehr betriichtliche Steigerung 


aufwies (120 mg-°/,), hinter dem der gesunden jedoch weit 
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zuriickblieb. Offenbar besitzt also auch eine trans- 
plantierte Niere, wenn auch in stark vermindertem 
MaBe, die der gesunden Niere eigentiimliche Fiahig- 
keit der Harns&iuretention. Der Harnsiuregehalt der 
transplantierten Niere bleibt um etwa 50°/, hinter dem der 
nicht transplantierten Niere zuriick. Dabei wire allerdings 
noch zu bedenken, ob der doch absolut sehr hohe Wert der 
gesunden Niere nicht vielleicht so zu erkliren ist, daB diese 
zu einem gewissen Teil vikariierend fiir die in ihren Funktionen 
geschwiichte transplantierte eintreten muf. Aus diesen Beob- 
achtungen erhellt, da8 eine Niere, die mit dem nervésen System 
noch in urspriinglicher Verbindung steht, die Fabigkeit der 
Retention der zu sezernierenden Harnsiiure in viel stiirkerem 
MaBe besitzt als eine ihrer Innervation beraubte Niere. 

Aus der Tatsache aber, dab die Fahigkeit, Harnsiure aus 
dem strémenden Blut in der Niere festzuhalten, wenn auch 
in vermindertem Mafe, so doch ganz augenscheinlich auch 
der entnervten Niere zukommt, geht hervor, daB dieser funk- 
tionelle Vorgang der Anreicherung dem der Sekretion voraus- 
gehen diirfte und wohl vom Nervensystem beeinflufbar, aber 
nicht ausschlieBlich von ihm abhiangig ist. 


C. Zur Frage der Harnsaiureausscheidung durch den Darm. 


Brugsch und Rother haben in mehreren Arbeiten’) 
zu zeigen versucht, daB nicht nur die Niere, sondern auch die 
Galle und der Darm als Harnsiureausscheidungsorgan bei der 
Bilanzierung des Purinstoffwechsels in Betracht zu ziehen seien, 
ja sogar eine wesentliche Rolle spielen. Diese Autoren glauben 
nach ihren Befunden fiir die Physiologie und Pathologie des 
Purinstoffwechsels ganz neue Gesichtspunkte gefunden zu haben. 
[hre Befunde hinsichtlich der Harnsiureausscheidungsfunktion 
der Leber durch die Galle sind bereits durch sehr sorgfiltige 
Untersuchungen von Harpuder?) in die gebiihrenden Grenzen 


) Brugsch u. Rother, Klin. Wochenschr. Bd. 2, 8. 1595 u. 1729 
(1922) 


*) Harpuder, Klin. Wochenschr. Bd. 2, 8. 436 (1923). 
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verwiesen worden. Die Galle enthilt wohl Harnsiure, doch 
ist dieser Gehalt nicht gréBer als der der anderen Gewebssiifte. 
Bei einer Urikimie ist es nicht yerwunderlich, daB entsprechend 
der Anstauung der Harnsiiure in den Gewebssiiften auch ihre 
Konzentration in der Galle steigt. In ihrer letzten Arbeit 
glauben nun Brugsch und Rother?) dem Diinn- und Dickdarm 
besondere Funktionen hinsichtlich der Harnsiureausscheidung 
zuschreiben zu miissen. Sie gingen so vor, dab sie bei Meer- 
schweinchen Harnsiure injizierten und die einzelnen Organe 
eines solchen Tieres auf ihren Harnsiiuregehalt untersuchten. 
Die absolute Menge in den Organen kann aber kein klares 
Bild tiber ihre Anreicherung als Harnsiiure liefern, da bei der 
Angabe der absoluten Menge das Organgewicht und somit die 
Konzentration nicht in Erscheinung tritt. Rechnet man die 
von den beiden genannten Autoren gefundenen absoluten Harn- 
sdurezahlen auf die von ihnen angegebenen Organgewichte um, 
so ist das Bild mit einem Schlage ein anderes. Die Haupt- 
konzentration der injizierten Harnsiure ist in der Niere sowie 
im Blute zu finden. ‘Trotzdem ist es nicht von der Hand zu 
weisen, daB bei schweren Schidigungen der Nieren und ihres 
Harnsiiureausscheidungsvermégens vikariierend auch der Darm 
als Ausscheidungsorgan fiir Harnsiure in Betracht kommen 
kénnte, obgleich bisher kein Anhaltspunkt zu gewinnen ist. 
Zum Vergleiche seien im folgenden kurz einige Zahlen vou 
Brugsch und Rother!) angefiihrt und die Umrechnung au! 
die prozentuale Konzentration daneben gestellt. 


Brugsch und Rother fanden 15 Minuten nach der Injektion. 


In 10ccm Blut... . . 857mg d.i. etwa 35,7 mg-/, 
» Big Bietee ... . . SS . ., 252 
8,5 Megen ....- 4,17 re ~ m= 
i332 Diinndarm. . . 0,83 e 1,3 
» “62 Dickdarm . . ._ 3,05 a ™ 6,6 
yy 370 Resttier. . . . 58,72 gg 16,6 


') Brugsch u. Rother, a. a. O. 
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65 Minuten nach der Injektion waren ihre Werte: 


In 13 cem Blut 3,08 mg d.i. etwa 23,7 mg-’, 


» 46g Nieren ... . 12,72 - 276 

» 10,8 Magen 1,32 99 » 13,5 
» 28,6 Diinndarm . 8,28 | 35,0 
ee Dickdarm . . . 3,42 os Z 5.5 
5 315 Resttier . 35,18 - “ 9,3 


150 Minuten nach der Injektion fanden sie: 


In 15 cem Blut 2,0i mg d.i. etwa 13 mg-°/, 
» 4,75 g¢ Nieren 15,9 ™ ,», 948 

» Sts Magen 1,25 ‘s ‘ 40 

» 2 Diinndarm . 5,01 23.0 

» 202 Dickdarm 5,46 m “ 9,0 

,, 400 Resttier . 28,38 7.09 


(Bei all diesen Versuchen handelt es sich, wie schon erwihnt, um 
Meerschweinchen.) 

Wir haben Hunden beide Nieren exstirpiert und die Organe 
und besonders den Darm auf ihren Harnsiuregehalt unter- 
sucht. In einem Parallelversuch wurde unter den _ gleichen 
Bedingungen Harnsiure injiziert und die Nieren im Tiere ge- 
lassen. Die Konzentration nach 25 Minuten war 
bei beiden Tieren nicht wesentlich verschieden. 

Die Ergebnisse der Versuche sind in den Tabellen VII 
und VIII niedergelegt. 

Beim Hunde ,D“, der 9,5 kg wog, wurden, wie in den 
anderen Versuchen, ebenfalls 100 mg Harnsiure pro Kilogramm 
Kérpergewicht in die Vena jugularis eingespritzt. 


im Darm 


Tabelle VII. 


Harnsiuregehalt in mg-°/, 








Zeit ee FT ce F Me 
darm darm 
Vor der Injektion 1,2 3,68 2.66 a — 
Nach ,, - —- — - — _ 
Nach 4 Min. . 20,8 - — 
Be os ies sis 9.2 10,4 
Sere mo - — — 
ae 12,0 — n 8,0 — 
> oi 11.9 10,5 as 160,0 
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Auch in vorliegendem Versuch konnte von einem raschei 
Absinken des Blutharnsiurespiegels nichts beobachtet werden. 
Die Niere erscheint hier wiederum als dasjenige Organ, welches 
in hervorragendem Mabe die Harnsiure aus dem Blute zu 
konzentrieren vermag. Dem Darm kann nach diesen Ver- 
suchen eine solche Fahigkeit in nennenswertem MaBe nicht 
zugesprochen werden. Der Darm enthalt ja kaum mehr Harn- 
siure als die Milz (vgl. Tab. VIIT).*) Jedenfalls stehen die im 
Darm ermittelten Werte von 2,66 mg-°/, (als niederstem) bis 
11,9 (als héchstem) in keinem, auch nur anniherndem Ver- 
haltnis zu der fiir die Niere ermittelten Zahlen von 160 mg-°).. 

Beim Hunde ,E“ wurde dieselbe Versuchsordnung  bei- 
behalten. Nur wurden diesem Tiere vor Beginn der Injektio: 
beide Nieren operativ entfernt. Unser Versuchstier wog 10,5 kg 
und erhielt die itiblichen 100 mg Harnsiiure pro Kilogramm 
Korpergewicht in Form von Mononatriumurat innerhalb vou 
3 Minuten in die Vena jugularis injiziert. Die nach der In- 
jektion zur Ermittlung des jeweiligen Blutharnsiurespiegels 
entnemmenen Proben entstammten der Vena jugularis. 


Tabelle VIII. 


Harnsiiuregehalt in mg-°/). 
Zuerst kxstirpation beider Nieren, dann Injektion der Harnsiure. 





, 
Zeit nach | Blut | Diinndarm|Dickdarm —_ Milz | F2™ |Muske! 
Minuten kreas 
7 13,76 — _ — ~ — _ 
10 — 10,16 7,36 aa — a oe 
16 wit ~— — 6,8 3,5 1,92 eo 
20 — ve = aac — 3, 6¢ 
25 — 12,88 (,12 and al ” = 
27 $,08 — _ ~ e a - 























Im Blute fand sich nun 7 Minuten nach der Injektion 
der zu erwartende erhéhte Harnsiurespiegel (13,76 mg-°/,), der 
bei einer 27 Minuten nach der Injektion vorgenommenen Unter- 





') Allerdings kann der Einwand gemacht werden, daf die bakterielle 
Uricolyse im Diinndarm so rasch verliiuft, daB die Harnsiiure der Be- 


stimmung entgeht. 
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suchung um etwa 40°/, (aut 8,08 mg-°/,) abgesunken war, also 
auch hier kein so rascher oder rapider Abfall wie bei Folin. 
Ber der Bestimmung des Harnsiuregehaltes in den Organen 
ergibt sich zuerst, daS eine Anzahl von Organen annihernd 
gleiche, gegen die Norm leicht erhéhte Harnsiiurewerte zeigen: 
es sind dies Leber, Milz, Pankreas, und in gewissem Sinne 
auch das Muskelgewebe. Dagegen sind die fiir den Darm er- 
mittelten Werte beachtenswert: im Dickdarm konnte keine 
Abweichung von den anderen oben genannten Organen (Leber, 
Milz usw.) festgestellt werden. Die Bestimmung im Darm er- 
folgte zuerst nach 10 Minuten und dann noch einmal nach 
25 Minuten. Die beiden Bestimmungen ergaben bhinsichtlich 
ihrer Werte fiir den Dickdarm keine wesentliche Abweichung. 
Hie Bestimmung in den anderen Organen erfolgte nach 16 Mi- 
uuten. Im Diinndarm iand sich nach 10 Minuten ein Wert 
von 10,16 mg-°/,, der bei der zweiten Untersuchung nach 
25 Minuten auf 12,88 mg-°/, anstieg. Diese Werte sind um 
i5—50°/, héher als diejenigen der anderen untersuchten Or- 
sane. Wenn man aber einen Vergleich zu den in Tabelle VII 
niedergelegten Werten zieht, so ergibt sich ganz klar, dab 
auch die fiir den Diinndarm ermittelten Werte an die unter 
denselben Bedingungen gewonnenen Werte fiir die Niere auch 
nicht im entferntesten heranreichen. Es scheint somit ein 
vikarilerendes Kintreten des Darmes fiir die Harnsaiureaus- 
scheidung nicht in wesentlichem MaBe in Frage zu kommen. 


Zusammenfassung. 

Folins Annahme eines uricolytischen Kermentes im 
sreisenden Blute bei Hunden hat sich bei kritischer Wertung 
der Versuchsergebnisse Folins als unzutreffend erwiesen. Es 
sel hier nochmals besonders ein Versuch Folins hervor- 
gehoben, der bereits in der Einleitung zitiert wurde, wobei der 
Autor einem Hunde 100 mg Harnsiure pro Kilogramm Korper- 
rewicht intravenés injizierte, das Tier nach 6 Minuten tétete 
und nach 21 Stunden die Harnsiure im Gegensatz zum 
lebenden Tiere im Biute des Getéteten noch unverindert hoch 
iand. Der SchluB Folins, daf nur beim lebenden Tiere im 
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kreisenden Blute ein uricolytisches Ferment vorhanden sei, is‘ 
vollstindig hypothetisch und nicht zur Erklirung dieses Ver- 
suchsresultates geeignet. Ein uricolytisches Ferment ist beim 
Hunde vorhanden. aber nur in der Leber (Wiechowski). Es 
ist einleuchtend, daB der Harnsiiuregehalt des Blutes nach dem 
ode des Hundes unverindert bleibt, da der Kreislauf aui- 
gehért hat und die Harnsiure nicht mehr das Organ, das die 
Uricolyse ausfiihrt, durchliuit. 

Ganz besonders muBb zuriickgewiesen werden, da diese 
irrtiimliche Annahme der Bluturicolyse beim Tiere rein hypo- 
thetisch auf den Menschen iibertragen und auf die Physiolog:: 
und Pathologie des Purinstoffwechsels beim Menschen exem- 
plifiziert wird. Unsere neuerlichen Versuche mit Hiterserum 
das von Hunden und Menschen gewonnen wurde, eine Uri- 
colyse nachzuweisen, sind ebenso negativ ausgefallen wie alle 
bisherigen Untersuchungen, die den Nachweis eines uricolyti- 
schen Fermentes beim Menschen zu erbringen suchten. 

In weiteren Untersuchungen konnten wir die Beobachtune 
Folins bestitigen, daB nach intravendsen Harnsiiureinjek- 
tionen die injizierte Harnsaéure in den Nieren angehiiuit wird. 
Dieses der Niere eigentiimliche Konzentrationsvermégen fiir 
Harnsiure aus dem kreisenden Blut diirfte mit dem Vorgang 
der Harnsiuresekretion in engstem Zusammenhang  steheu. 
Wir konnten an transplantierten Nieren zeigen, daB auch die 
transplantierte, entnervte Niere die Fiahigkeit besitzt, Harn- 
siure aus dem Blute zu konzentrieren, daB aber diese Fahig- 
keit beim entnervten Organ viel geringer ist als bei emer 
Niere, die noch in intaktem Zusammenhang mit dem Nerven- 
system steht. 


Brugsch und Rother} glauben auf Grund _ ibrer 
neuesten Ergebnisse annehmen zu diirfen, daB der Darm eine 
bisher unbeachtete, besondere Funktion fiir die Harnsiiure- 
ausscheidung hitte. Nach den Untersuchungen von Brugsch 
und Rother und nach unseren eigenen Befunden kiénnen wir 
nicht annehmen, daB die Harnsiiureausscheidung durch den Darm 


a ae 


') Brugsch u. Rother, a.a. O. 
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in Betracht kame. Kine ..enterotrope* Quote der Harnsiiure- 
ausscheidung, wie sie die genannten Untersucher postulieren, 
besteht in nennenswerter Weise fiir die Harnsiureausscheidung 
nicht, da die Konzentrationen der Harnsiure im Darm nach 
Uratinjektion nicht wesentlich héher sind als die in anderen 
Organen. Nur die Niere hat die Fahigkeit, die Harnsiiure aus 
dem Blute erheblich zu konzentrieren. Wir versuchten die Harn- 
siureausscheidungstitigkeit des Darmes dadurch besonders zu 
belasten, daB wir vor Beginn des Versuches beide Nieren 
operativ entfernten. Hs zeigte sich, da’ die Harnsiiurekonzen- 
tration im Darm beim nierenlosen Tier nicht hoher war als 
bei dem Vergleichstier, das noch zwei gut funktionierende 
Nieren besaB. Wenngleich es méglich scheint, da& bei starker 
Urikiimie der Darm vikariierend kleine Harnsiuremengen aus- 
scheiden kann, so ist nach den Versuchsresultaten von Brugsch 
und Rother und auch nach unserem Versuchsergebnisse nicht 
angingig, von einer wichtigen ,,enterotropen Quote* der Harn- 
siureausscheidung zu sprechen, die fiir Physiologie und Patho- 
logie des Purinstoffwechsels neue Gesichtspunkte liefern kénnte. 

Der Purinstoffwechsel verliuft geradlinig vom Aufnahme- 
organ iiber die Organe des intermediiren Stoffwechsels zum 
\usscheidungsorgane: der Niere. 
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Nachtrag zur Abhandlung ,,Weitere Beitrage zur Kenntni: 
der nattirlichen Porphyrine und Porphyratine, VIII. Dic 
spektrochemische Reaktion der Hisen-Porphyratine mit Kali. 
lauge, Cyannatrium und Hydrazinhydrat.“') 
Von 
0. Schumm. 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitit, Eppendor 
Krankenhaus.) 


) 


Der Redaktion zugegangen am 17. Mai 1920,) 


Im Abschnitt .VIII* obiger Abhandlung habe ich die spe! 
trometrischen Werte fir die Reaktion verschiedener Hise 
Porphyratine mit Cyannatrium und Hydrazinhydrat mitgete 
und angegeben, daB das Hydrazinhydrat dabei zuletz' 
gesetzt wurde. Um bei dieser Reaktion sicher das bezeichnen 
zweistreitige Spektrum zu erhalten, muf man die erwiin 
Vorschritt genau beachten. Setzt man der alkalischen P 
phyratinlésung erst das Hydrazinhydrat hinzu und dana 
Cyannatrium, so bekommt man oft ein Spektrum mit melu 
‘4—5) schmalen Absorptionsstreifen oder einer Ubergangsto 
zwischen diesem und dem oben erwahnten zweistreitig 
Spektrum. 

Ich habe die Reaktion inzwischen abgeiindert, indem 
das Hydrazinhydrat durch Schwefelammonium ersetzte, 
bekanntlich bei der Cyan—Himochromogen-Blutprobe | sch 
seit langem angewandt wird. Bei dieser Ausfiihrungsform ha 
ich stets das sehr bezeichnende und eindeutige zweistreili 
Spektrum erhalten, auch wenn der alkalischen Porphyrat 
lésung zunichst Schwefelammonium und dann erst Cyannatrit 
hinzugetiigt wurde. 


') Diese Zs. Bd. 153, S. 248 (1926). 
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Kir die genannte spektrochemische Rea 
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Uber die 
quantitative Bestimmung von Arginin und Histidin. 
Von 
A. Kossel und W. Staudt. 


(Aus dem Institut fir Eiweifforschung der Universitit Heidelberg. 


Die Mitteilungen von A. Kossel und E. Grob'), sow 
von A. Kossel und F. Curtius?’) weisen auf die Méglichke 
hin, die quantitative Bestimmung des basischen Anteils d 
Proteinstoffe mit Hilfe der Flaviansiiure (1-Naphthol-2, 4-d 
uitro-7-sulfonsiure) zu vereinfachen. Wir haben die Anwend 
barkeit dieses Fallungsmittels bei der Analyse der Protami 
einer erneuten Priitung unterworfen. 


i 


Zunichst handelte es sich um die bestgeeignete Art de 
Austiilung und Behandlung des Niederschlages von Arginin- 
tlavianat. 

Ktwa 0,5 g Arginincarbonat wurden in 50 ccm Wasse 
gelést und der Arginingehalt der Lésung durch eine Kjeldahl- 
bestimmung festgestellt. Je 10 com der Lésung wurden nun 
mit 0,5 g Flaviansiiure, welche in 10 com Wasser gelist war, 
versetzt und die Lésung auf 30 ccm aufgefiillt. Nach 3tigigem 
Stehen wurde der Niederschlag durch einen gewogenen Gooch- 
tiegel abgesaugt und mit eigen Kubikzentimeter destillierten 
Wassers, denen eine Spur Flaviansiure zugesetzt war, aus: 
gewaschen. Hierbei geht ein sehr geringer Teil des Arginin- 
flavianats in Lésung, welcher die gelbe Farbe des Waschi- 
wassers verstiirkt. Um die Vollstiindigkeit des Auswaschen- 
festzustellen, wurde je 1 ccm des Waschwassers gesondert aui- 








—— 


f 
} 
i 
4 
& 
k 











timmuns Arginin und Histidin. 27] 
} 4 Ly : Hy y'} : r , ; . 17 y »} . . ‘ nl : - 
ngen, bis die Kirbung in den verschiedenen nacheinande 
. . T} | VW 1 = a > 
Try é ty) ¢ k } > ¢ ‘ ‘ ‘ Cc ’ hy 14 ‘ 
iigelangenen fropen des Waschwassers ole tr} plieb. Ks ge 
mya F 1/4) [ 1) 1] Fd itim 1 ) \\ 4 ohw:s } } 7 Fd 
Vich wv LV INUUDIBKBZECRLUMELeI ‘VaScCnDWaSSer. Um dies ZU E€ErY- 
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t V Ul ¢ I eL1Dhe 
Arginingehalt der untersuchten Lésung: 0.0°51 ¢g 
| 
hs-Nr. | Aciditit der Fliissigkeit | Getundene Argininmenge 
t i 
i > . } | i ae | ~ 
— beginnende Lackmusrotung | O,0854 
ee | | 
j pefrinnende Congodiauung’ : 0.03804 
“4 } /80-H ss ( } f {} RES 
b/30-H,SO, 2 
Lw Versuchsreihe 
Arginingehalt der untersuchten Lésung: 0,08389 g¢. 
{ t f | . j ‘ > 
4 } n/30-H,SO 0,0836 
) | . i 1 f1Q2 
) n 20-14 pO, | 0.0831 
6 n t0-H,SO, 0,0835 
H i 


Diese Versuche zeigen, daB innerhalb der hier angewandten 
ditiitsgrenzen die Ausfillung eine praktisch vollkommene 
Die geringe in Lésung bleibende Menge gibt sich zwai 
reo eine schwache Argininreaktion nach Sakaguchi) zu 


cennen, kann jedoch vernachlissigt werden. 


I. 

Da die Loslichkeit des Histidinflavianats nach den Unter- 
chungen yon A. Kossel und KE. Grog?) betrachtlich gréBer 
als die des Argininsalzes, so haben wir die umstiindliche 
‘rennung beider Basen nach dem Verfahren von A. Kossel 
ind F. Kutscher*) in folgender Weise zu umgehen versucht. 
Wir fallten Arginin und Histidin zusammen mit Hilfe des 
Silber—Barytverfahrens, ermittelten den Stickstoffgehalt, sowie 
en Arginingehalt dieses Niederschlages und fanden die Histidin- 
menge durch Subtraktion des Argininstickstoffs von dem Ge- 
samtstickstoff der durch Silber—Baryt fallbaren Substanzen. 
Es erschien uns notwendig, zunichst noch einmal fest- 
ustellen, ob die Gegenwart des Histidins die Fallung des 
\rginins durch Flaviansiure beeinfilubt. Fiir diesen Zweck 
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stellten wir eine Mischung der beiden Basen her und teilten 
diese in zwei Teile, deren jeder 0,0923 g Arginin und 0,0488 ¢ 
Histidin enthielt. In einer Prove dieser Lisung wurde eine 
Stickstoffibestimmung nach dem Mikro-Kjeldahlverfahren von 
Pregl) ausgefiihrt und der iibrige Teil zur Feststellung des 
Arginingehaltes — bzw. des im Arginin enthaltenen Stickstoffs — 
mit Hlaviansiiure gefillt ‘Analyse 1 und 2). In gleicher Weise 
wurde ein zweiter Versuch angestellt mit annihernd gleichen 
Mengen Arginin und Histidin (Analyse 3). Die gefundenen 


Werte waren folgende: 











Analyse i 2 3 
Arginin gefunden: 0,0921 0,0917 0,0649 
Arginingehalt der Loésung 0,0923 0,0923 0,0649 
Analysenfehler — 0,0002 — 0,0006 0,0060 
Histidin gefunden 0,0487 0,0491 0,066 
Histidingehalt der Lisung 0.0488 0,0488 0,0662 
Analysenfehler — 0,0001 + 0,0003 + 0,0002 


Auch hier weichen die gefundenen Werte nur um Zehnte! 
Milligramme von dem Gehalt der untersuchten Fliissigkeit ab.’ 


Til. 

Diese Ergebnisse zeigen, daf die Bestimmung des Arginins 
und Histidins mit geringen Mengen des eiweibartigen Materials 
ausgefiihrt werden kann und dies ist von Bedeutung, da oft 
nur wenige Gramme der Protamine oder Histone zu _be- 
schaffen sind. 

Wir haben zur weiteren Priifung ein argininreiches histidin- 
haltiges Protamin gewihlt: das Sturin, um in 0,5 g des Sulfais 
eine Bestimmung der beiden Basen auszufiihren und unsere ) 
Resultate mit denen fritherer Analysen zu vergleichen. Die | 
Analyse zerfillt in folgende Abschnitte: 





') Der Histidingehalt der Lésung, aus der das Arginin dureli 
Flaviansiiure gefillt werden soll, darf eine gewisse Grenze nicht iiber 
schreiten, da die Liéslichkeit des Histidinflavianats nicht groB ist (s. é 
Diese Zs. Bd. 135, S. 169 [1924)). if 

















Uber die quantitative Bestimmung von Arginin und Histidin. 273 


A. Hydrolyse des Sturinsulfats durch 20stiindiges Kochen 
am RiickfluBkiihler mit 6 ccm 25 volumprozentiger Schwefel- 
siure, Ermittlung des Stickstoffgehalts durch Mikro-Kjeldahl- 
bestimmung. 

Die Reaktionsléisung wird auf 100 ccm aufgefillt. Fir jede 
Kjeldahlbestimmung wird 1 cem entnommen (n/100-Titrierlésung, drei- 
stiindiges Erhitzen mit Schwefelsiure beim AufschluB). Die entnommenen 
Fliissigkeitsmengen werden bei dieser und den folgenden Bestimmungen 
fiir die Berechnung in Anschlag gebracht. 

B. Ausfillung der Schwefelsiure durch Baryt, Auswaschen 
des Niederschlages, nochmalige Mikro-Kjeldahlbestimmung im 
Kiltrat zur Feststellung der vom Niederschlag adsorbierten 
stickstoffhaltigen Substanz. 

Der Barytniederschlag wird 4 mal mit je 250 ecm Wasser aus- 
gekocht, Filtrat und Waschfliissigkeit auf 25 cem gebracht. Davon je 
0,5 eem fiir die Kjeldahlbestimmungen. 

C. Herstellung des Silber—Barytniederschlages, Absaugen, 
Verreiben und Auswaschen desselben mit Barytlauge, Um- 
setzung mit Schwetelwasserstofi. Kjeldahlbestimmung in der 
eingedampften Fliissigkeit. 

Bei Anwendung des Silberbarytverfahrens ist es erforderlich, die 
Lislichkeit des Argininsilbers (86 mg pro 1 Liter konzentrierte Baryt- 
lauge) zu beriicksichtigen. . Das Histidinsilber ist praktisch unldéslich; 
auch nach Auswaschen der Niederschlige mit 4/, Liter Barytlauge blieb 
die Diazoreaktion im Filtrat negativ. Beim Fallen mit Silbernitrat 
kommt man mit 50—60cem Fliissigkeit aus. Dementsprechend war 
auch ein Arginin-Flavianatwert, der durch direkte Fillung aus dem 
Hydrolysat des Sturins ohne Anwendung des Silberbarytverfahrens ge- 
wonnen wurde, noch um 0,5 Proc. héher als die aus dem Silberbaryt- 
niederschlag gewonnenen. 

Nur in besonderen Fiillen ist es notwendig, statt des Silbernitrats 
Silbersulfat zu verwenden. Dann ist eine zweite Fillung im Filtrat des 
Silberbarytniederschlages nicht zu umgehen, da die geringe Léslichkeit 
des Silbersulfats groBe Fliissigkeitsmengen mit sich bringt. 

Die Lésung der durch Silber gefillten Basen wird auf 50 cem ge- 
bracht. Davon 0,5 eem fiir die Kjeldahlbestimmungen. 

D. Die in C. erhaltene Lésung dient zur Bestimmung des 


Arginins als Flavianat. 
Fir die Argininbestimmung dienen je 20 cem der Lésung. Aus- 
fiihrung der Fallung des Niederschlages s. oben I. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVI. 18 
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Als Hauptergebnisse erhielten wir bei 2 Analysen des- 
selben Praparats folgende Werte: 








Prozente des Gesamtstickstoffs 
I | II | Kossel u. 
| Weiss®) (1912) 








Im Barytniederschlag zu- 





riickgeblieben. . . . 3,91 3.3 | 5,0 
eae ee 68,77 69,49 67,4 
Histidm 2 www s 13,10 | 12,78 | 10,1 
Lysin u. Monoaminosiiuren 14,22 | 14,43 16,1 


Zum Vergleich sind die letzten Analysen des Sturins 
(Kossel und Weiss) angefiihrt, die ersten Analysen (Kosse| 
und Kutscher, 1900) hatten einen niedrigeren Wert fir 
Arginin geliefert. Durch die Einschrinkung der zur Analyse 
benutzten Substanzmenge auf 0,5 g werden fast alle Operationen 
erleichtert und beschleunigt. Fiir die Analyse héherer und 
basenirmerer Proteine wird man jedoch ein oder mehrere 
Gramm der Substanz anwenden miissen; besonders wird dies 
notig sein, wenn man die Mikro-Kjeldahlbestimmung durch 
die Makromethode ersetzt. 


19. Mai 1926. 
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Einflu& der Reaktion auf die Eiweif verdauende Kraft 
des Papains. 
Von 
W. E. Ringer und Fri. B, W. Grutterink. 


Mit 13 Figuren im Text. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiologische Chemie der Universitit Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1926.) 


linleitung. 

Nach unseren Untersuchungen iiber den Einflu8 der Re- 
aktion auf die Wirkung des Pepsins!) und des Trypsins?) schien 
es uns von Interesse, diesen KinfluB auch beim Papain zu 
studieren. Besonders interessierte uns dieses Enzym, weil es 
einerseits angeblich sowohl bei saurer als bei alkalischer Re- 
aktion proteolytisch wirken sollte, andererseits nach neueren 
Untersuchungen ein Reaktions- oder Aktivititsoptimum bei 
einem p,, von etwa 5 zeigen wiirde. Schon viele Arbeiten sind 
iiber Papain erschienen, die zum Teil zitiert sind in der Ab- 
handlung von R. Willstatter und W. Grassmann.*) Diese 
Autoren haben sich besonders mit der Aktivierung der Papain- 
wirkung durch Blausiure beschiftigt. Was die p,-Abhingig- 
keit der Papainwirkung anbetrifft, finden sie nur ein einziges 
Optimum und zwar bei p,,=5. Blausaiure verschiebt die Lage 


1) Diese Zs. Bd. 75, S. 282, (1911); Bd. 95, S. 195 (1915); Kol- 
loid-Zs., Bd. 19, S. 253 (1916); Archives Néerlandaises de Physiologie 
de l'homme et des animeaux, T.2 (1918, Livre Jubilaire en l’honneur 
de C. A. Pekelharing), S. 571. 

*) Diese Zs. Bd. 116, S. 107 (1921); Bd. 124, S. 171 (1923). 

*) Diese Zs. Bd. 138, S. 184 (1924); siehe auch L. Rosenfeld, 
koagulierende E‘genschaft des Papayotins, Biochem. Zs. Bd. 149, 8, 158 
(1924), 

18* 
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dieser optimalen Reaktion nicht. Substrat war Gelatine. Durch 
Blausiiure sollte Papain besonders Peptonspaltungsvermégen 
erhalten. Die Aktivierung durch Blausiure erfordert Zeit, die 
stiirkste Aktivierung sollte in etwa 1 Stunde erreicht werden: 
bei lingerer Kinwirkung sollte die proteolytische Kraft. wieder 
etwas abnehmen. Die genannten Autoren erkliren diesen zeit- 
lichen Verlauf der Aktivierung durch Bildung eines Cyan- 
hydrins; die kriftigste Wirkung sollte nicht bei vollstiindiger 
Umwandlung des Enzyms in Cyanhydrin erfolgen, sondern wenn 
noch eine bestimmte Menge des urspriinglichen Enzyms iibrig 
geblieben ist. R. Willstitter, W.Grassmann und O.Ambros 
haben das Studium des Papains und einiger weiteren pflanz- 
lichen Proteasen fortgesetzt.1) Festgestellt ist, daB Papain 
selbst nicht auf genuines Eieralbumin wirkt, wohl aber das 
Cyanhydrin. Papain vermag Gelatine etwas zu hydrolysieren, 
nicht aber Peptone. Das Papaincyanhydrin spaltet Gelatine 
weitgehend und auch Peptone. Die Autoren vergleichen Papain 
mit Trypsinogen, das Papaincyanhydrin mit Trypsinogen plus 
Kinterokinase. ‘l'rypsinogen sollte nach KE. Waldschmidt- 
Leitz und A. Harteneck nicht genuines EKiweif, sondern nur 
Albumosen und Peptone spalten, nicht aber wieder niedrige 
Peptide. Trypsinogen mit Enterokinase wiirde genuines Kiweil 
spalten. Reines Erepsin spaltet nur niedrige Peptide. Will- 
stitter, Grassmann und Ambros finden jetzt, daB es auch 
pflanzliche Proteasen gibt mit tryptischer Wirkung, die ent- 
weder durch Blausiiure aktiviert oder auch wohl gehemmt wird. 

AuBer durch Blausiiure kann Papain auch durch Schwefel- 
wasserstoff aktiviert werden. Die Aktivierung ist verschieden 
stark je nach der Art des Substrats. Wenn das Substrat 
Kieralbumin oder Gelatine ist, wirkt Schwefelwasserstoff in 
geringerem Grade aktivierend als Blausiiure. Ist das Substrat 
Pepton, so wirkt Schwefelwasserstoff ebensogut wie Blausiiure. 
Nach Willstitter, Grassmann und Ambros findet die 
Aktivierung durch Schwefelwasserstoff in sehr kurzer Zeit statt. 
Dieselben Autoren finden weiter’), daB die Reaktions- 


) Diese Zs., Bd. 151, S. 286 (1926). 
?) a. a. O. S. 807. 
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optima bei der Papainwirkung mit den isoelektrischen Punkten 
zusammenfallen. Die optimale Reaktion fiir die Papainwirkung 
auf Pepton, selbstverstandlich also mit Blausiiure, denn ohne 
diese wirkt Papain nicht auf Pepton, hegt bei p,, =5,0—5,2. 
Der isoelektrische Punkt fiir das Ausgangsmaterial der Peptone, 
das Kieralbumin bei p,, = 4,8. Die genannten Autoren haben 
auch die Fibrinlésung durch Papain mit Blausiiure studiert. 
Die optimale Reaktion fiir die Fibrinlésung durch Papain mit 
Blausiure sollte bei p,,=7,1—7,3 legen, der isoelektrische 
Punkt des Fibrins nach I. N. KugelmaB bei p,,=7,2. 

Die Wirkung des reinsten Pepsins (nach Pekelharing) 
hat der eine von uns mit verschiedenen Substraten und mit 
einer Reihe von Siiuren genau studiert. War das Substrat 
Fibrin, so zeigte sich die Lésungsgeschwindigkeit in Salzsiure 
am gréBten bel p,,= etwa 2,3. Diese optimale Reaktion fallt 
mit der der maximalen Quellung zusammen. Wurden andere 
Siuren gebraucht, so variierte die Lage der optimalen Reaktion 


je nach der Art des Anions, fiel aber immer mit der des 


Quellungsmaximums zusammen. Der Einfluf von Salzen ging 
auch im allgemeinen vollkommen mit dem EHinfluB auf den 
Quellungszustand parallel. War das Substrat geléstes Eiweib 
(SerumeiweiB), so wurde die optimale Reaktion bei etwas 
gréBerem Sauregrade gefunden und zwar bei p, = etwa 1,8. 
Die Lage des Optimums ist zweifelsohne auch hier von der 
Art der Siiure, sowie von der Versuchsdauer abhingig. Auch 
Salze beeinflussen die Lage des Optimums. Es zeigte sich 
aber, daB diejenigen Salze, die am meisten den Quellungsgrad 
des KiweiBes bei saurer Reaktion und somit auch die Lésungs- 
geschwindigkeit des Fibrins erniedrigen, sowie die Sulfate, die 
auch die innere Reibung der sauren Kiweiblésung am stiirksten 
herabsetzen, die weitere Spaltung des gelésten Kiweibes nur 
anfangs noch etwas, danach aber kaum mehr hemmen. Da- 
gegen wird die weitere Spaltung des gelésten EiweiBes sehr 
stark von kriftig adsorbierenden Anionen gehemmt. Higen- 
tiimlich zeigte sich auch das Verhalten der Pepsinwirkung auf 
Albumosen. Die optimale Reaktionsbreite wurde immer aus- 
gedehnter, wenn niedrigere Albumosen das Substrat bildeten. 
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Wir haben schon damals aus diesem Verhalten den Schluf 
sezogen, daB die elektrische Ladung der Substratteilchen fiir 
die Pepsinwirkung auf geléstes KiweiB maBgebend ist. Bei 
unserem Studium der Trypsinwirkung haben wir mit gereinigtem 
Pankreas-Nucleoproteid gearbeitet, und nach Waldschmidt- 
Leitz und Anna Harteneck also wahrscheinlich mit einem 
(zemisch von Trypsinogen, Kinase und Erepsin. Die fibrin- 
lésende Wirkung dieses T'rypsins fanden wir bei einer Ver- 
suchsdauer von einigen Minuten, am kraftigsten bei einer Re- 
aktion: p,, = 11,3, aber sehr abhingig von der GréBe der Ver- 
suchsdauer. Die lisende Wirkung des Trypsins fallt bei einem 
p,, etwas héher als 11,5 schroff herab. Die Erklirung gibt 
die trypsinvernichtende Wirkung der OH-Ionen, bei einem 
P,, = 12 wird das Trypsin fast augenblicklich vernichtet. Da- 
durch erklirt sich also die starke Abhaingigkeit der Lage der 
optimalen Reaktion von der GréBe der Versuchsdauer.+) Fiir 
die fibrinlésende Wirkung des Trypsins ist sicher auch wieder 
der Quellungsgrad des Substrats von der gréBten Bedeutung, 
aber Maximum der Quellung (bei etwa p,,= 12,3) und optimale 
Reaktion fallen wegen der trypsinzerstérenden Wirkung der 
OH-Ionen nicht zusammen. Wir haben dann weiter auch die 
tieferen Spaltungen von geléstem SerumeiweiB bei stark al- 
kalischer Reaktion am stiirksten gefunden und zwar bei einer 
Versuchsdauer zum Beispiel von etwa 80 Minuten bei einer 
Reaktion p,,=11,! bedeutend starkere Spaltung als bei einer 
Reaktion = 11,86 gefunden. 

Ernst Waldschmidt - Leitz (unter Richard Will- 
stiitter?) sagt von meinen betreffenden Angaben: ,,Nach W. E. 
finger laBt sich weder fiir die Auflésung von Fibrin noch 
fiir die Hydrolyse von geléstem Serumeiwei8 ein bestimmtes 
Reaktionsoptimum definieren, je stirker dis Alkalinitit, desto 
groBer wird die Enzymwirkung gefunden; Kontrollbestimmungen 
der Pufferwirkung allein sind nicht ausgefiihrt.‘ Und weiter 
(S.198—199) ,diese Tatsache trigt zum Verstindnis der ab- 


1) Diese Zs. Bd. 116, S. 124 (1921). 
*) Diese Zs. Bd, 182, 8.197 u. 199 (1924). 
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weichenden Versuchsergebnisse von W.K. Ringer bei: Ohne 
Kontrollanalysen wiirde man mit steigendem p,, stets steigende 
Knzymwirkung finden.‘ 

Ich will dazu erstens bemerken, daf ich gerade nicht bei 
steigendem p,, stets steigende Enzymwirkung gefunden habe. 
Wir sehen ja, in der Kurve der Fibrinlésung') das schroffe 
Herabfallen bei steigender Alkalinitiit in der Nihe von p,,=12, 
und in der T'abelle XIV’) das Zuriickgehen der Formolzahl 
bei steigender Alkalinitét und zwar von p,,=11,1 zu 11,86. 

Im iibrigen haben wir die Alkaliwirkung sowohl auf Fibrin 
als aut geléstes EKiweif auch unmittelbar untersucht und geben 
hier einige Zahlen, um die Geringfiigigkeit dieser Alkaliwirkung 
noch deutlicher ans Licht treten zu lassen. Wir wollen hier 
schon im vyoraus mitteilen, daB wir bei der fibrinlésenden 
Wirkung des Papains merkwiirdigerweise zwei optimale Re- 
aktionen gefunden haben und zwar ein Maximum der Wirkung 
bei stark saurer Reaktion, p,, etwa 2,5 und ein zweites Maxi- 
mum bei stark alkalischer Reaktion und zwar bei p,, etwa 11,0. 
Die Lage der ersten optimalen Reaktion fallt also fast voll- 
kommen zusammen mit der der Pepsinwirkung, die Lage der 
zweiten optimalen Reaktion stimmt vollkommen mit derjenigen 
der Trypsinwirkung auf Fibrin itiberein. Unsere Versuche mit 
Papain haben wir mit verschiedenen Priaparaten angestellt. 
Das am meisten wirksame Priparat, eingetrockneter Milchsaft 
von Carica Papaya verdanken wir dem freundlichen Entgegen- 
kommen von Herrn Prof. Dr. L. P. de Bussy, Direktor der 
Abteilung Handelsmuseum des Kolonialinstituts zu Amsterdam. 
Prof. de Bussy hat es im Hollindischen Indien darstellen 
lassen. Ich will ihm auch an dieser Stelle fiir seine Mithilfe 
bestens danken. Wir lassen hier eine Versuchsreihe I mit 
diesem Papain folgen. Substrat war mit Spritblau gefarbtes 
Fibrin. In einer Reihe von Reagenzréhrchen wurde je 100 mg 
Fibrin gebracht, sodann Mischungen von Glykokoll- und Natrium- 
hydroxydlésung und nachdem das Fibrin bei 37° 32 Minuten 
gequollen hatte, wurde die Papainlésung zugegeben. Nach 


') Diese Zs. Bd. 116, S. 118 (1921). 
*) Diese Zs. Bd. 124, S. 190 (1923). 
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13 Minuten, wihrend welcher jede Minute geschiittelt wurde. 
wurde iiber Glaswolle filtriert, das Filtrat mit Salzsiure an- 
gesiiuert, und die Farbintensitit colorimetrisch bestimmt. 
Folgende Tabelle 1 gibt die MResultate. Die Papainlésung 
wurde in folgender Weise hergestellt: 40 mg Papain mit 10 ccm 
Wasser zerrieben, filtriert, zum Filtrat 120mg Natriumcyanid, 
gelést in 10ccm Wasser und neutralisiert mit Salzsiure, zu- 


gegeben. 
Tabelle IL. 
Wirkung des Papains mit Natriumeyanid auf Spritblaufibrin bei 37°. 
Quellungszeit 32 Minuten, Wirkungszeit 13 Minuten. Jedes Réhrehen 
100 mg Spritblaufibrin, 2mg Papain, 6 mg Natriumeyanid. 
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Figur 1, Losungsgeschwindigkeit bei alkalischen Reaktionen von Spritblaufibrin 
durch Papain de Bussy mit Natriumcyanid. 


A Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindwerte korrigierte Verdauungskurve. 


‘) Colorimeterzahl in willkiirlichen Einheiten. 








jen 


-urve: 





Einflu® der Reaktion auf die Eiwei8 verdauende Kraft des Papains. 28] 


Natriumcyanid an sich hat keinen EinfluB auf die Fibrin- 
lésung und wir kénnen also die Zahlen der letzten Vertikal- 
reihe als die Alkaliwirkung allein angebend betrachten. In 
Fig. 1 ist diese Alkaliwirkung angegeben und weiter die um 
die Alkaliwirkung korrigierte Enzymwirkung. Aus der Figur 
geht deutlich hervor, daB die Alkaliwirkung nur sehr langsam 
mit der OH-Ionenkonzentration zunimmt und da8 die optimale 
Enzymwirkung in bester Ubereinstimmung mit der Lage fir 
die optimale Reaktion fiir die Trypsinwirkung bei p,, = etwa 11 
stattfindet. 

Holgende Versuchsreihe II] kann anch wieder dazu 
dienen, den Hintlu8 der Alkaliwirkung an sich hervortreten zu 
lassen. KEnzymlésung war hier Magensaft oder besser Magen- 
inhalt von Astacus fluviatilis, den wir aus dem Institut fiir 
vergleichende Physiologie (Direktor Prof. Dr. H. Jordan) be- 
kommen hatten. In jedes Réhrchen 100 mg Spritblaufibrin 
und 0,5 cem mit gleichen Teilen Wasser verdiinnter Magen- 
inhalt. Quellungszeit 35 Minuten bei 37°. Verdauungszeit 
13 Minuten. Folgende Tabelle II gibt die Resultate: Auch 


Tabelle LIL. 
Wirkung des Magenenzyms von Astacus fluviatilis auf Spritblaufibrin 
bei 37°. Quellungszeit 35 Minuten, Wirkungszeit 13 Minuten. Jedes 
Réhrehen 100 mg Spritblaufibrin, 0,5 ecm mit gleichen Teilen Wasser 
verdiinnter Mageninhalt. 
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Glykokoll} Natrium- Aktives ee ee 
0,1 hydroxyd | Wasser Enzym , 
molekular | | olekular} c¢em Ver- Ver- 
ecm eem dauung ') Pir dauung 
1 7,00 3,00 2,00 1,00 9,63 | 0,08 
2 6,00 4,00 2,00 1,23 10,01 0,08 
3 5,50 4,50 2,00 1,30 10,21 0,085 
{ 5,00 5,00 2,00 1,30 10,49 0,097 
5 4,50 5,50 2,00 1,96 11,03 0,096 
K 4,00 6,00 2,00 2,26 11,63 | 0,245 
7 3.50 6,50 2,00 0,71 12,08 | 0,332 


1) Colorimeterzahl in willkiirlichen Einheiten. 
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hier haben wir wieder eine Reihe mit inaktiviertem Enzym 
angestellt, aus der die Alkaliwirkung sich ergibt. Die p,,-Be- 
stimmungen sind nur in dieser Reihe ausgefiihrt. 

















Figur 2. Lésungsgeschwindigkeit bel alkalischen Reaktionen von Spritblaufibrin 
durch Mageniuhalt von Astacus fluviatilis. 
A Beobachtete Kurve, B Blindkurve. C Um die Blindwerte korrigierte Verdauungskurve. 


In Fig.2 ist erstens die Alkaliwirkung angegeben und 
weiter auch die um die Alkaliwirkung korrigierte Enzymwirkung, 
Wir sehen, daB die Alkaliwirkung zuerst wieder sehr langsam 
und oberhalb p,,=11 etwas deutlicher ansteigt. Die optimale 
Enzymwirkung hegt merkwiirdigerweise auch hier wieder bei 
Pp, = etwa 11,4. 

Weiter geben wir hier einige Titrationszahlen, um die 
Alkaliwirkung auf die Hydrolyse vom geléstem KiweiB (dialy- 
siertem Blutserum) und von sekundiren Albumosen zu zeigen. 
Diese Alkaliwirkung auf die Hydrolyse von sekundiren Albu- 
mosen geht im iibrigen aus weiteren Versuchsreihen, die wir 
weiter unten beschreiben werden, sehr deutlich hervor. Immer 
zeigt sich wieder, daf sie in der hier in Betracht kommenden 
Reaktionszone zwar nicht auBer acht gelassen werden kann, 
aber im Vergleich mit der Enzymwirkung doch von ganz unter- 
geordneter Bedeutung ist. Folgende Tabelle III enthilt die 
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Resultate einer Versuchsreihe III mit dialysiertem Pferde- 
blutserum. Jedes Réhrchen enthilt 2 ccm Serum, Natrium- 
hydroxydlésung, Wasser, 0,4 ccm neutralisierte Natriumcyanid- 
lésung mit 20mg Natriumcyanid, 1 ccm durch Kochen inakti- 
vierte Papainlésung, mit 50mg Papain. Nach 7 Minuten Er- 
warmen auf 37° wurde die Papainlésung zugegeben und sodann 
noch 90 Minuten bei derselben 'l'emperatur gelassen. Nach 
Abkiihlung wurde die Formoltitration in der gewohnlichen Weise 


ausgefiihrt. 

Tabelle III. 
Versuchsreihe mit dialysiertem Pferdeblutserum und inaktiviertem Papain. 
Jedes Réhrchen 2cem Serum, Natronlauge und Wasser, 20 mg Natrium- 
cyanid, 50 mg Papain. Gesamtvolumen 5,00 cem, 90 Minuten Verdauung 





bei 37°. 
Nr Normalitit des p Formoltitrations- 
' |Natriumhydroxyds is zahl 
1 0,05 9,72 0,481 
2 0,08 10,57 0,480 
3 0,14 12,55 0,510 
{ 0,20 12,95 0,514 











Folgende Tabelle [V enthalt die Resultate einer Ver- 
suchsreihe IV mit sekundiren Albumosen. Jedes Rohrchen 
enthailt 100mg Albumusen, Natronlauge und Wasser und nach 
7 Minuten Erwirmen auf 37° wurde Iccm Papainlésung mit 
50 mg Papain zugegeben und weiter 90 Minuten erwirmt. Ge- 
samtvolumen 5ccm. 

Tabelle IV. 
Versuchsreihe 1V mit sekundiren Albumosen und inaktiviertem Papain. 
Jedes Réhrchen 100mg Alumosen, Natronlauge und Wasser und 50 mg 
Papain. 90 Minuten Verdauung bei 37°. 





Nr. Normalitiit des PH Formoltitrations- 
Natriumhydroxyds zahl 

1 0,006 7,42 1,990 

2 0,012 8.16 1,995 

3 0,020 9,17 1,960 

4 0,030 9,95 2,090 

9) 0,040 10,30 2,087 

6 0,050 11,09 2,150 
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Es geht aus diesen 'l'abellen deutlich hervor, daB sogar 
bei p,,=13 die Alkaliwirkung noch ganz unbedeutend ist. Hs 
liegt also kein Grund vor, die Zuverlissigkeit unserer friiheren 
Resultate iiber den Hinflu&{ der Reaktion auf die T'rypsin- 
wirkung anzuzweifeln. Und die Trypsinwirkung ist zweifels. 
ohne bei héherer Alkalinitiit am kriftigsten, wobei nur fast 
momentane Vernichtung des T'rypsins in der Nihe von p, =12 
der fordernden Wirkung der OH-Ionen eine Grenze stellt. 

Wir gehen nun an die Beschreibung unserer Versuche mit 
Papain. Dabei haben wir zuerst mit verschiedenen Handels- 
priparaten gearbeitet. Einige von diesen waren vollig unwirk- 
sam, Andere zeigten nur Wirkung bei saurer Reaktion. Viel- 
fach untersucht haben wir Papayotin von Dr. Theodor Schu- 
chardt-Géorlitz. Dieses Papayotin zeigte aber nur Wirkung 
bei saurer Reaktion und zwar ziemlich stark. Die Wirkung 
war vollkommen der Pepsinwirkung tihnlich. Folgende Tabelle V 
enthilt die Resultate einer Versuchsreihe V mit diesem Pa- 
payotin. Jedes Roéhrchen enthielt 50mg Carmuinfibrin, Salz- 
siure und Wasser bis zu ll ccm, nach 30 Minuten Quellung 
wurde 1 ccm wiBrige Papayotinlésung (2,5 my) zugegeben. 
20 Minuten Verdauung. Zimmertemperatur. 


Tabelle V. 
Versuchsreihe V mit Papayotin Schuchardt. Jedes Réhrchen 50 meg 
Carminfibrin, Salzsiure und Wasser bis zu 11 cem. Nach 30 Minuten 
leem. Papayotinlésung 2,5 mg. 20 Minuten Verdauung bei Zimmer 














temperatur. 
. Teese (OH nach Verdauung}| Colorimeterzahl in 
N r ae ae mit willkiirlichen Einheiten| Enzym- 
Nr. er ; . _ ae 
eae inaktivem| aktivem | Jnaktives | Aktives wirkung 
Papayotin Papayotin 
1 0,006 ae 2,582 ~ ns 
2 0,010 ~ 2,333 os 0,18 0,18 
3 0,015 2.084 2,075 wet 0,46 0,46 
4 0,020 1,904 1,934 ) 0,51 0,51 
5 0,025 1,797 1,805 a 0,51 0,51 
6 0,040 1,583 1,578 0,10 0,33 0,23 
7 0,060 1,419 1,366 0,16 | ...., 0,30 0,14 
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In Fig. 3 sind die Resultate graphisch dargestellt und die 
Kurve ist ganz tihnlich mit den friiher von uns fir die Pepsin- 
wirkung gefundenen. Wir haben die Aktivitiit der Pepsin- 
wirkung dieses Papayotins mit der des reinen Pepsins (Pekel - 
haring) verglichen, die Aktivitiit des Papayotins war grob, 
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Lésungsgeschwindigkeit bei sauren Reaktionen von Carminfibrin 
durch Papayotin Schuchardt. 
\ Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindwerte korrigierte Verdauungskurve. 


Figur 3. 


etwa 1/,, des Pepsins. Wir haben sodann versucht, das pepsin- 
‘ihnliche Knzym aus dem Papayotin reiner hervorzuholen und 
dazu das Verfahren der Pepsindarstellung nach Pekelharing 
verwendet. 20g Papayotin wurden gelést in 35 ccm Salzséure 
von */,,°/,; 24 Stunden bei 37° digeriert, filtriert, dialysiert, 
Niederschlag getrocknet. Dieses Priiparat hatte etwa 1/, der 
Aktivitiit des reinen Pekelharingschen Pepsins. Durch Sitti- 
sung des zentrifugierten Dialysats mit Ammonsulfat, Loésen 
des Niederschlages und Dialyse konnte ein Priiparat mit etwe 
40°/, der Pepsinaktivitiit erhalten werden. Das Enzym des 
Schuchardschen Papayotins verhilt sich also gegentiber Dia- 
lyse, Ammonsulfat, wie das Pekelharingsche Pepsin, wihrend 
auch die Abhiingigkeit seiner Wirkung von der Reaktion ganz 
mit der des Pepsins tibereinstimmt. 
Papainversuche. Erste Abteilung. 
Einflu8 der Reaktion auf die Papainwirkung auf Fibrin. 

Unsere weiteren Versuche haben wir dann mit dem schon 

oben genannten Papainpriiparat aus dem, Hollindischen Indien 
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angestellt. Ks war eingetrockneter Milchsaft von Carica Papaya 
mit 8,81°/, Asche. Wir haben die Wirkung auf Fibrin, dialy- 
siertes Blutserum und sekundire Albumosen untersucht, und 
kriftige Proteolyse beobachtet. Selbstverstiindlich zeigte das 
Priparat auch kriaftige Chymosinwirkung. 

Die Verhialtnisse mit diesem Papain zeigten sich sehr 
eigentiimlich, indem bei der Wirkung auf Fibrin sicher zwei, 
vielleicht aber drei oder vier Reaktionsoptima gefunden wurden. 
Bei der Wirkung auf Serumeiwei® und auf sekundiire Albu- 
mosen haben wir aber trotz sorgfaltigster Beobachtung nur 
ein einziges Reaktionsoptimum feststellen kénnen. Die zwei 
Reaktionsoptima bei der Wirkung auf Fibrin, die am deutlich- 
sten sind, fallen ganz zusammen mit denjenigen der Pepsin- 
und der Trypsinwirkung. In Lésungen, in welchen die Reaktion 
einerseits durch Salzsiiure, andererseits durch Glykokoll und 
Natronlauge bestimmt wird, fanden wir nur diese zwei Re- 
aktionsoptima, das eine bei p,, etwa 2,5, das andere bei p, 
= etwa 11. In der Nahe der neutralen Reaktion ist die Wir- 
kung Null. Es ist aber méglich, da& Papain fiir seine Wir- 
kung Elektrolyt bedarf. Darauf scheinen vorlaufige Beobach- 
tungen mit Phosphatlésungen hinzuweisen. In _ Phosphat- 
mischungen ist die Papainwirksamkeit in der Nahe der neu- 
tralen Reaktion bedeutend gréBer und anscheinend auBer von 
der Reaktion auch sehr von der Phosphatkonzentration ab- 
hiingig, indem wir fanden, daf die Fibrinlésung in 3/,, mole- 
kular Phosphatmischung p,, 7,2 sehr merklich stirker war als 
in einer Phosphatmischung von derselben Reaktion, aber nur 
1/,)-molekular. Diese eigentiimliche Phosphatwirkung, sowie 
der KinfluB von anderen Elektrolytmischungen werden von 
uns niher untersucht. Beférderung und Hemmung von Enzym- 
wirkungen durch Elektrolyte sind sehr verbreitet und wir sind 
bei unseren Untersuchungen tiber Pepsin- und Trypsinwirkungen 
diesen Elektrolytwirkungen immer begegnet. Bei der Fibrin- 
lésung durch Trypsin wirken Carbonationen zum Beispiel stark 
hemmend, indem bei einer Reaktion von zum Beispiel p, = 11 
in Lésungen von Glykokoll und Natronlauge das Fibrin durch 
Trypsin sehr schnell gelést wird, in Liésungen von Natrium- 
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carbonat von derselben Reaktion nur langsam. Der Einflu8 
yon den Klektrolytionen auf die Enzymwirkung hingt natiir- 
lich mit dem Einflu& auf den Zustand des kolloiden Enzyms 
und des kolloiden Substrats, zum Beispiel den Quellungszustand 
und die elektrische Ladung zusammen. Das Fibrin ist aber 
in der Nihe der neutralen Reaktion auch in Phosphatlésungen 
selbstverstiindlich sehr wenig gequollen. Vielleicht hat also 
das Phosphat eine besondere aktivierende Wirkung auf das 
Hnzym. 

Wir fanden nun in den Phosphatmischungen ein aller- 
dings nur sehr wenig ausgeprigtes Reaktionsoptimum bei 
pu = etwa 6,9. Dieses Optimum wiirde also mit demjenigen 
von Willstitter, Grassmann und Ambros iibereinstimmen 
und nahezu mit dem isoelektrischen Punkt des Fibrins zu- 
sammenfallen. 

Wir lassen nun zuerst die Beschreibung einiger Versuchs- 
reihen mit Fibrin bei saurer und alkalischer Reaktion folgen. 

Versuchsreihe VI. Bei saurer Reaktion mit Carmin- 
fibrin als Substrat. Jedes Réhrchen enthielt 70mg Fibrin, 


Tabelle VI. 


Versuchsreihe VI mit Papain de Bussy. Jedes Roéhrchen 70 mg. 
Carminfibrin, Salzsiiure und Wasser bis zu 9cem. Nach 32 Minuten 


icem. Papainlésung 20mg. Verdauungszeit 11--35 Minuten. Tem- 
peratur 20°. 











= = 2 Pr Colorimeterzahl ') 

a= ‘2 fg nach Verdauung Pu korr. auf 22 Min. 
- = Z E NS Inaktives Aktives | Mittel | Imaktives Aktives 

Smeiks = : 

oS 2 Papain Papain 
1 | 0,004] 35 | 3,92 3,92 0,057 
2 | 0008] 19 ~« + Sa 3,16 0,293 
3 | 0,010] 11 280 | 2,99 2,90 1,104 
4 1 0,012 12 — | 2,80 2,75 0,961 
5 | 0,016] 11 2,36 | 2,36 2,36 0,033 | 1,021 
6 | 0,030 | 22 _ | 1,82 1,82 — 0,187 
7 0,050 22 1,49 1,50 1,50 0,073 0,080 














') In willkiirlichen Ejinheiten. 
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Salzsiure und Wasser bis zu 9ccm. Nach 32 Minuten Quel- 
lung bei 20° wurde ilccm Papainlisung zugegeben. Diese 
Papainlésung, durch Zerreiben und Filtrieren dargestellt, ent- 
hielt 20 mg pro ccm. Verdauungszeit wechselnd von 11 bis 
35 Minuten. Jede Minute geschiittelt. 

Die Vergleichslésung war mittels Pepsin erhalten, Hieraus 
konnte geschlossen werden, dab die Pepsinwirkung des Papains 
etwa 0,01 der Wirkung des reinen Pepsins war. In Fig. 4 
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Figur 4. Lésungsgeschwindigkeit bei sauren Reaktionen von Carminfibrin 
durch Papain de Bussy. 
A Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindwerte korrigierte Verdauungskui 


sind die Resultate graphisch dargestellt, und zwar unten d! 
Sdiurewirkung und oben die Enzymwirkung, die Siurewirkun: 
ist dabei in Abzug gebracht. Wie man sieht, ist die Kury 
ganz ihnlich der friiher von uns fiir Pepsin gefundenen. 

Versuchsreihe VII. Bei alkalischer Reaktion mit Sprit 
blaufibrin als Substrat. Jedes Réhrchen enthielt 100 mg Sprii 
blaufibrin, 0,1-molekular Glykokollésung und 0,1 n-Natronlaug 
und Wasser bis zu 12ccm. 32 Minuten Quellung. Sodan 
1ccm Papainlésung zugegeben mit 20 mg Papain. Verdauung: 
zeit 7—26 Minuten, jede Minute geschiittelt. Vergleichslésun 
fiir die Colorimetrie mit Trypsin-Pankreasnucleoproteid he 
gestellt. Aus den vergleichenden colorimetrischen Bestim 
mungen kénnen wir ableiten, daB die Trypsinwirkung auf 
brin unseres Papainmilchsaftpriparates etwa 0,4 derjenige! 
des von uns aus Pankreas hergestellten Trypsinaucleoproteids 
betrug. 
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Folgende Tab. VII gibt die Resultate dieser Versuchsreihe, 


Tabelle VIL. 


Versuchsreihe VII mit Papain de Bussy. Jedes Réhrehen 100 mg 
Spritblaufibrin, 0,1 molekular Glykokoll- und Natriumhydroxydlésung 


und Wasser bis zu 12 cem. Nach 32 Minuten 1 ccm Papainlésung mit 
































20 mg Verdauungszeit T—26 Minuten, Temperatur 37°. 
_ om i 
CS os mn . ’ ° . 
== ee ef Inaktives Enzyin Aktives Enzym 
| wat a Soe bow E eS ae 
1 Oo? = ee A = , , 
f4@SsvJRESS| 22] & Verdauung ') Verdauung !) 
; a =p = & —~ & and er” : ’ °e « . 
[—s aS - = - Pi korrigiert auf Di korrigiert aut 
= an ve 21 Minuten 21 Minuten 
= ~ = 
| 6,00 ae 2,73 | 2 9,77 QO,121 9.80 O.856 
20 3,95 2881 22 10,05 (0,21 10.09 1.584 
| 4,70 4.33 2,97 13 10,30 0,425 10,38 2,290 
|} 4,50 £45 00 10,48 0.263 10,52 2135 
j - 
130 46 3.04 ] 10.68 0.429 10,64 3,442 
i 4,00 4.90) 3.10 10.92 0.600 10,89 11,790 
| 3,70 5,26 O4 | 11,48 0.695 11,30 7,429 
t 
j 4 % 
I ft, . 
ie, \\ 
i/ \\ 
) | \\ 
f / \4 
if \t 
| | - 
HE 
; 
Og 
i ~* 
satus : EP RT EA EIN STING NSE 
Losungsgegchwindigkei ukalischen Reaktionen von Spritblaufibrin 
lurch Papain de Bussy. 
( Kury B Bli C lie Blindwerte korrigierte Verdauungskurve. 


[In Fig. 5 ist erstens die Alkaliwirkung angegeben und 
die 


Wirkung fillt bei p,, 


kornigierte Enzymwirkung. 
= etwa 11,05. Die Alkali- 


iter die 
optimale 


1 


rkung ist auch hier wieder sehr gering. 


haben nun also gesehen, daB unseres Papain de 
issy eine maximale Wirkung aut Fibrin hat bei einer sauren 


weaktion, vollkommen iibereinstimmend mit derjenigen des 


') Colorimeterzahl in willkiirlichen Einheiten. 


' . ey ae : : ee . a ( 
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Pepsins und eine zweite maximale Wirkung bei alkalische: 
Reaktion vollkommen iibereinstimmend mit derjenigen de: 
Trypsins. Beide optimale Reaktionen hingen mit den max: 
malen Quellungen des Substrats zusammen. Bei der Wirkun; 
des Papains auf gelistes EiweiB oder EiweiBabbauprodukt 
haben andere Forscher und auch wir eine und nur eine 0} 
timale Reaktion bei p,, = etwa 4,5 gefunden. Bei der Wirkun: 
auf Fibrin fanden Willstitter, Grassmann und Ambro: 
ein Reaktionsoptimum bei p, = etwa 7. Es war also sel) 
erwiinscht, die Wirkung unseres Papains auf Fibrin nicht nu 
in der stirker sauren und alkalischen Zone zu_ studieren 
sondern auch in dem dazwischen legenden Gebiete. Daz 
haben wir 2 Versuchsreihen angestellt, die eine bei einen 
Reaktionsgebiet von p,, 1,5—7, die andere bei einem Reak 
tionsgebiet von p,, = 7—11, Substrat war in beiden Fille 
Spritblaufibrin. Wir lassen hier die Beschreibung der E1 
gebnisse beider Versuchsreihen folgen. 

Versuchsreihe VIII. Bei saurer Reaktion mit Spritblau 
fibrin als Substrat. Jedes Réhrchen enthielt 100 mg Sprit 


Tabelle VIII. 


Versuchsreihe VIII mit Papain de Bussy. Jedes Réhrchen 100 mg 

Spritblaufibrin, Salzsiure und Wasser bis zu 12 eem oder Glykokol! 

lésung und Wasser bis zu 12cem. Nach 30 Minuten 1 cem Papain 
losung mit 20 mg zugegeben. Verdauungszeit 6,5—12 Minuten. 











; ~— F Inaktives Enzym Aktives Enzym 
Normalitiit Ver- | eh 
Nr. der dauungs- | Verdauung 1) | Verdauung ‘) 
Salzsiiure zeit py |korrigiertauf}| p,, korrigiert aut 
| 12 Minuten | 12 Minuten 
1 0,052 12 1,47 2.435 — | 2.798 
2 0,015 6,5 2,41 4,812 — | 280,112 
0,008 8 3,06 3,500 — | 185,900 
0,004 12 3,70 2,435 — | 24,600 
5 0,0026 12 4,47 1,522 — | 28.860 
6 0,001 12 5,62 1,000 a 9,620 
7 Glykokoll 12 7,09 0,000 ae 0,000 
Normalitiit | 
0,077 

















1) Colorimeterzahl in willkiirlichen Einheiten. 
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blaufibrin, Salzsiiure und Wasser bis zu 12 ccm, 1 Roéhrchen 
nthielt 10 ccm Glykokollésung 0,1 molekular und 2 ccm 
Wasser. Nach 30 Minuten Quellung bei 37° 1 com Papain- 
lisung mit 20 mg Papain zugegeben. Verdauungszeit 6,5 bis 
i2 Minuten, jede Minute geschiittelt. 
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durch Papain de Bugsy. 


Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindwerte korrigierte Verdauungskurve. 


In Fig. 6 ist wieder die Saurewirkung und dann die um 

Sdiurewirkung korrigierte Enzymwirkung gezeichnet. Wir 
sehen erstens wieder das sehr stark ausgeprigte Maximum der 
Hibrinlésung bei p,, = etwa 2,5. In der Nahe von p,, = 7 ist 
die Verdauung = 0 und von einem Reaktionsoptimum bei 
Dp, = etwa 7 ist also in diesen Liésungen in welchen Spuren 
Salzsiure oder 0,08 normal Glykokoll als Elektrolyte vor- 
handen sind, nichts zu spiiren. Dagegen sehen wir eine kleine 
Krhebung der Kurve bei p,, = 4,5, welche im Vergleich mit 
dem Maximum bei p,, = 2,5 sicher héchst unbedeutend ist, 

19* 
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die wir aber doch nicht Versuchsfehlern zuschreiben wollen. 
Ks wiirde sich in dieser Kurve also das in den Versuchsreihen 
mit geléstem EKiweiB oder Albumosen als einziges zeigende 
Reaktionsoptimum bei p,, = etwa4—5 einigermaben abspiegelu. 

Versuchsreihe LX. Bei alkalischer Reaktion mit Sprit- 
blaufibrin als Substrat. Jedes Réhrchen enthielt 100 mg Sprit- 
blaufibrin, 0,1 molekular Lésung von Glykokoll und voi 
Natriumhydroxyd und Wasser bis zu 12 ccm. Nach 30 Mi- 
nuten Quellung wurde 1 ccm Papainlésung mit 20 mg zu- 
gegeben. Verdauungszeit 12 Minuten. Jede Minute geschiitttelt. 
Temperatur 37°. 

Tabelle IX. 

Versuchsreihe IX mit Papain de Bussy. Jedes Roéhrehen 100 ng 
Spritblaufibrin, 0,1 molekular Liésung von Glykokoll und von Natriam 
hydroxyd und Wasser bis zu 12 cem. Nach 30 Minuten 1 cem Papain- 
losung mit 20 mg zugegeben. Verdauungszeit 12 Minuten, Temperatur 37°. 




















Glykokoll Natrium- a Inaktives Enzym Aktives 

be 0,1 molekular hydroxyd A | eer ees Maite: = m 
ee 0,1 molekular = Ver- Ver- 

eem Pi | dauung *) dauung *) 

| 

1 10,00 0,00 2,00 | 7,2 0,00 1,00 
2 9,80 0,20 2,00 | 7,81 0,00 1,89 
3 9,70 0,30 2,00 | 8,14 0,00 2,83 
4 9,50 0,50 2,00 | 8,44 0,00 2,11 
5 9,00 1,00 2,00 | 8,85 0,00 2,83 
6 7,00 3,00 2,00 | 9,61 8,37 8,26 
7 4,60 4,40 3,00 | 10,40 5,20 34,00 
8 3,90 5,10 3,00 | 11,16 10,32 120,00 





In derselben Fig. 6, in der die Ergebnisse der achten 
Versuchsreihe verzeichnet sind, haben wir auch diejenigen der 
neunten Versuchsreihe eingetragen und zwar in der rechten Halfte. 
Wir weisen darauf hin, daB die 2 Hilften der Fig. 6 niclit 
ganz vergleichbar sind, weil die Colorimeterzahlen sich nicht — 
auf dieselbe Einheit beziehen. Die Ungleichheit der Ein- 
heiten ist aber nicht groB. Jedenfalls geht aus der rechteu 
Hilfte der Fig. 6 auch wieder hervor, daB von einem Reaktions- 


') Colorimeterzahl in wilikirlichen Kinheiten. 
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optimum in der neutralen Zone nicht im mindesten die Rede 
ist. In der folgenden zehnten Versuchsreihe haben wir die 
Papainwirkung auf Fibrin studiert in Phosphatmischungen. 
Zum Vergleich der Wirkungsstiirke daneben ein Versuch in Salz- 
siurelésung mit einer Reaktion p,, = 2,5 und einen zweiten Versuch 
in Glykokoll—Natriumhydroxydlésung mit p,, = 11 ausgefiihrt. 

Versuchsreihe X. Spritblaufibrin als Substrat, jedes 
Réhrchen 100 mg. Das erste Rodhrchen 12 ccm Salzsiiure 
0,015 n. das achte Réhrchen Glykokollésung, Natronlauge und 
Wasser bis zu 12 ccm. Das zweite bis siebente Réhrchen 


] 


Mischungen von -m-Lésungen von Monokalium- und Di- 


Lt 
natriumphosphat und weiter Wasser bis zu 12 cem. Nach 
30 Minuten Quellung, 1 com Papainlésung mit 20 mg zu- 
gegeben. Verdauung 6—12 Minuten. Jede Minute geschiittelt, 
Temperatur 37°. Die Resultate finden sich in der folgenden 


ry r 

Tabelle X. 
Versuchsreihe X mit Papain de Bussy. Jedes Roéhrehen 100 mg 
Spritblaufibrin, Loésungen von Salzsiiure, von primiirem und sekundirem 


Phosphat oder von Glykokoll und Natriumhydroxyd. Gesamtvolum 


i2cem. Dazu nach 30 Minuten Quellung 1 cem Papainlésung mit 20 mg. 


or 0 


Verdauungszeit 6—12 Minuten, Temperatur 37°. 
ten) e b 


























0,1 molekular 0,1 molekular] ,, Ep Inaktives Enzym| Aktives 
.- |Monokalium-} Dinatrium- = = ee Enzym 
“| Phosphat Phosphat = L 4 . Ver- Ver- 
cem cem K PH | dauung ')| dauung') 
1 12 cem 0,00 0 6 2,00 10,20 142,60 
0,015 n-Salz- 
siure 
2 4,00 0,00 8 12 5,54 1,00 18,79 
3 3,20 0,80 : 12 | 620] 1,00 18,59 
4 2,40 1,60 8 12 | 665} 1,00 18,79 
5 1,60 2,40 8 12 | 7,00] 1,38 20,08 
6 0,80 3,20 8 12 | 7,35| 1,58 13,59 
7 0,00 4,00 . 12 | 8,09} 1,53 13,59 
8 3,90 eem 5,1 eem 3 * 36 | 9,40 89,06 
0,1 n-Glyko- j0,1 n-Natron- | 
koll lauge | 


') Colorimeterzahl in willkiirlichen Einheiten auf 12 Min. korrigiert. 
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In Fig. 7 sind die Ergebnisse der zehnten Versuchsreihe 
graphisch dargestellt und zwar die Siiure- und Alkaliwirkung 
und weiter um diese Wirkungen korrigierte Enzymwirkungen. 


| 
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Figur 7. Losungsgeschwindigkeit in Phosphatmischungen von Spritblaufibrin 
durch Papain de Bussy. 
A Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindwerte korrigierte Verdauungskurve. ') 


Wir sehen in dieser Figur zuerst wieder die zwei starken 
Maxima der Verdauung bei p,, = 2,5 und 11, aber weiter, daf 
in diesen Phosphatmischungen die Papainwirkung auf Fibrin 
in der neutralen Zone keineswegs 0 ist und vielleicht ein im 
Vergleich mit den zwei anderen Maxima zwar iuBerst un- 
bedeutendes aber doch sichtbares Maxima bei etwa neutraler 
Reaktion auftritt. Wie schon oben gesagt, wird die Ver- 
dauung in diesem Reaktionsgebiete mit der Konzentration der 
Phosphate gréBer und vielleicht auch das Maximum deutlicher. 
Wir wollen diese Sache und auch den EinfluB verschiedener 
anderer Elektrolyte noch naher untersuchen. 


') Bemerkung bei der Korrektur., Wir haben die Phosphat 
verdauungskurve fortgesetzt bis zu Reaktionen p; = 2,5 und 11. Bei 
geniigender Phosphatkonzentration zeigt sich ein und uur ein Reaktions- 
optimum bei py; = etwa b. 
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Fassen wir die Resultate aus den bisher mitgeteilten 
Versuchsreihen iiber die Wirkung unseres Papains auf Fibrin 
zusammen, so ergibt sich, da es in erster Linie fiir die fibrin- 
lésende Wirkung zwei sehr starke Wirkungsmaxima gibt, 
welche Maxima, was Reaktion und Verlauf anbetrifft, voll- 
kommen mit den von uns fiir Pepsin- und Trypsinwirkung auf 
Fibrin friiher gefundenen Maxima iibereinstimmen. 

Daneben gibt es wahrscheinlich noch ein drittes aber viel 
weniger bedeutendes Wirkungsmaximum bei p,, = etwa 4,5. 
Und dann vielleicht noch weitere Maxima in Lésungen von 
verschiedenen Elektrolyten und so zum Beispiel in Lésungen 
von Phosphaten, die die Fibrinlésung durch Papain aktivieren, 
ein schwaches Wirkungsmaximum bei p,, = etwa 7. Man kann 
natiirlich das Auftreten dieser verschiedenen Maxima dadurch 
zu erklaren versuchen, da8 man in unserem Papain eine An- 
zahl verschiedener Enzyme annimmt. Eine andere Erklarung 
ist darin zu finden, daB man annimmt, daB nur ein einziges 
proteolytisches Enzym vorhanden ist, daB aber die Wirkung 
abhingig ist von dem Zustande, das heiB®t also von der elek- 
trischen Ladung und Quellung, des Enzyms und des Substrats. 
Ks scheint uns am wahrscheinlichsten, daB diese letztere Er- 
klirungsmoglichkeit die richtige ist. Die zwei groBen Wir- 
kungsmaxima bei stark saurer und stark alkalischer Reaktion 
werden ohne Zweifel von der maximalen Quellung des Fibrins 
und von der Enzymvernichtung bei sehr stark alkalischer 
Reaktion bedingt. Wenn die Existenz der weiteren unter- 
geordneten Wirkungsmaxima bestitigt wird, so méchten wir 
diese vorliufig dadurch erkliiren, daB das Enzym oder die Ver- 
bindungen des Enzyms mit den anwesenden Elektrolyten bei 
dem betreffenden Reaktionsoptima in einem besonders wirk- 
samen Zustand sind. Dieses Verhalten wire vielleicht mit dem 
von H. von Trigt und W. EK. Ringer in 1912 bei Ptyalin 
gefundenen vergleichbar.'!) Ohne Elektrolyte wirkt Ptyalin gar 
nicht, verschiedene Elektrolyte aktivieren, aber in sehr ver- 
schiedenem MaBe. Wir fanden nun aber, daB das Reaktions- 
optimum fiir die Ptyalinwirkung auf Amylum in Phosphat- und 





') Diese Zs. Bd. 82, S. 484 (1912). 
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In Fig. 7 sind die Ergebnisse der zehnten Versuchsreihe 
graphisch dargestellt und zwar die Siure- und Alkaliwirkung 
und weiter um diese Wirkungen korrigierte Enzymwirkungen. ! 
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Figur 7. Loésungsgeschwindigkeit in Phosphatmischungen von Spritblaufibrin 
durch Papain de Bussy. 
A Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindwerte korrigierte Verdauungskurve. ') 


Wir sehen in dieser Figur zuerst wieder die zwei starken 
Maxima der Verdauung bei p,, = 2,5 und 11, aber weiter, daf 
in diesen Phosphatmischungen die Papainwirkung auf Fibrin 
in der neutralen Zone keineswegs 0 ist und vielleicht ein im 
Vergleich mit den zwei anderen Maxima zwar iduBerst un- 
bedeutendes aber doch sichtbares Maxima bei etwa neutraler 
Reaktion auftritt. Wie schon oben gesagt, wird die Ver- 
dauung in diesem Reaktionsgebiete mit der Konzentration der 
Phosphate gréBer und vielleicht auch das Maximum deutlicher. 
Wir wollen diese Sache und auch den EKinflu8 verschiedener 
anderer Elektrolyte noch naher untersuchen. 





') Bemerkung bei der Korrektur. Wir haben die Phosphat 
verdauungskurve fortgesetzt bis zu Reaktionen p,, = 2,5 und 11. Bei 
geniigender Phosphatkonzentration zeigt sich ein und nur ein Reaktions- 
optimum bei py = etwa b. 
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Fassen wir die Resultate aus den bisher mitgeteilten 
Versuchsreihen iiber die Wirkung unseres Papains auf Fibrin 
zusammen, so ergibt sich, daB es in erster Linie fiir die fibrin- 
lésende Wirkung zwei sehr starke Wirkungsmaxima gibt, 
welche Maxima, was Reaktion und Verlauf anbetrifft, voll- 
kommen mit den von uns fiir Pepsin- und Trypsinwirkung auf 
Fibrin friiher gefundenen Maxima iibereinstimmen. 

Daneben gibt es wahrscheinlich noch ein drittes aber viel 
weniger bedeutendes Wirkungsmaximum bei p,, = etwa 4,5. 
Und dann vielleicht noch weitere Maxima in Lésungen von 
verschiedenen Elektrolyten und so zum Beispiel in Lésungen 
von Phosphaten, die die Fibrinlésung durch Papain aktivieren, 
ein schwaches Wirkungsmaximum bei p,, = etwa 7. Man kann 
natiirlich das Auftreten dieser verschiedenen Maxima dadurch 
zu erklaren versuchen, daB man in unserem Papain eine An- 
zahl verschiedener Enzyme annimmt. Eine andere Erklarung 
ist darin zu finden, daB man annimmt, daB nur ein einziges 
proteolytisches Enzym vorhanden ist, daB aber die Wirkung 
abhingig ist von dem Zustande, das heiBt also von der elek- 
trischen Ladung und Quellung, des Enzyms und des Substrats. 
Es scheint uns am wahrscheinlichsten, daB diese letztere Er- 
klarungsmoéglichkeit die richtige ist. Die zwei groBen Wir- 
kungsmaxima bei stark saurer und stark alkalischer Reaktion 
werden ohne Zweifel von der maximalen Quellung des Fibrins 
und von der Enzymvernichtung bei sehr stark alkalischer 
Reaktion bedingt. Wenn die Existenz der weiteren unter- 
geordneten Wirkungsmaxima bestitigt wird, so méchten wir 
diese vorliufig dadurch erkliren, daB das Enzym oder die Ver- 
bindungen des Enzyms mit den anwesenden Elektrolyten bei 
dem betreffenden Reaktionsoptima in einem besonders wirk- 
samen Zustand sind. Dieses Verhalten wire vielleicht mit dem 
von H. von Trigt und W. E. Ringer in 1912 bei Ptyalin 
gefundenen vergleichbar.') Ohne Elektrolyte wirkt Ptyalin gar 
nicht, verschiedene Elektrolyte aktivieren, aber in sehr ver- 
schiedenem Mafe. Wir fanden nun aber, daB das Reaktions- 
optimum fiir die Ptyalinwirkung auf Amylum in Phosphat- und 


1) Diese Zs. Bd. 82, 8. 484 (1912). 
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Acetatlésungen bei p,, = etwa 6 hegt; in Citratlésungen aber 
je nach der Konzentration des Citrats mehr nach der neu- 
tralen Seite. Diese Sachlage erklirt sich wohl am _ besten 
durch die verschiedenen Eigenschaften der Verbindungen des 
Enzyms mit den verschiedenen Anionen. 

Wir sagten schon oben, daB wegen der Ahnlichkeit der 
Kurve, die die fibrinlésende Wirkung des Papains bei alkalischen 
Reaktionen darstellt, mit der Kurve der Trypvsinwirkung man 
kaum daran zweifeln kann, daf diese trypsinihnliche Wirkung 
des Papains auf Fibrin, gleich so wie die des Trypsins, bei einer 
Reaktion p,, = 12 in kiirzester Zeit vernichtet wird. Sonst wiirden 
ebenso wie an der sauren Seite Maximum der Fibrinquellung und 
der Papainwirkung bei alkalischer Reaktion zusammenfallen. 

Weil bei der Papainwirkung auf Fibrin so sehr auffallend 
eine pepsin- und trypsinéhnliche Wirkung sich ergab, haben 
wir versucht, unser Papain in ein pepsin- und _ trypsinihn- 
liches Enzym zu zerlegen. Wie gesagt, konnten wir aus dem 
Schuchardtschen Papain ein ,,Pepsin“ darstellen, das sich 
in seinem Verhalten gegeniiber Ammonsulfat, Dialyse und was 
seinem isoelektrischen Punkt anbetrifft, ganz wie echtes Pepsin, 
nach Pekelharing rein dargestellt, verhilt. Wir versuchten 
nun, mit denselben Mitteln aus dem Papain de Bussy gleich- 
falls ein pepsiniihnliches Enzym zu isolieren und daneben ein 
Trypsinnucleoproteid. Zuerst haben wir eine Mischung von 
Pepsin und Trypsin kiinsthch dargestellt, und das Verhalten 
dieser Mischung studiert. 

Versuchsreihe Nr. XI. Verhalten einer Mischung von 
Pepsin und Trypsin. 

1. Versuch. 10 mg Pepsin gelést in Salzsiure 0,1°/,, 
Natronlauge zugegeben bis zu einer Reaktion p,, = 12,11, Ge- 
samtvolum 10,77 ccm. 5 Minuten Erwirmung auf 36°, sofort 
angesiuert. Die Wirksamkeit war nach der Alkalibehandlung 
auf 0,1°/, gesunken (Substrat, Fibrin). 

2. Versuch. 30 mgr. Trypsin, gelést in sehr verdiinnter 
Natronlauge, Reaktion = 11,97, 5 Minuten erwarmt auf 37°, 
sofort schwach angesiuert. Nach der Erwirmung war die 
Wirksamkeit auf Fibrin auf 45°/, gesunken. 
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3. Versuch. Mischung von 10 mg Pepsin und 30 mg 
Trypsin. Geldst in Wasser und sehr verdiinnter Natronlauge. 
Reaktion p,, 11,85. Gesamtvolum 10,73 ccm, und 5 Minuten 
erwirmt aut 37°. Sofort angesiuert. Wirksamkeit des Pepsins 
auf Fibrin auf 0°/) gesunken, die des ‘Trypsins auf 46°/). 

Vergleichen wir nun diese Resultate mit denen, mit unserem 
Papain erhaltenen, die in folgender Versuchsreihe verzeichnet 
sind. 

Versuchsreihe XII. Versuche mit Papain de Bussy. 


a) 500mg Papain mit 5ecem Wasser _b) 500mg Papain mit 5ecm Wasser 


zerrieben. 1'/, cem Natronlauge zerriebeu. 1'/, cem Natrium- 
l-normal zugegeben, Reaktion ehloridlésung +/,-normal zuge- 
Py = 12,25. 5 Minuten auf 37° geben. 5 Minuten auf 37° er- 
erwirmt. Nach der Erwirmung wirmt. Nach der Erwirmung 
sofort neutralisiert. noch 1'/, cem Natriumchlorid- 


lésung '/, normal zugegeben. 

Sodann wurde die Aktivitit von beiden Fliissigkeiten auf 
Fibrin bei saurer und alkalischer Reaktion untersucht. Dabei 
zeigte es sich, daB die fibrinlésende Wirkung der nach a be- 
handelten Fliissigkeit bei saurer Reaktion 54°/, geringer war 
als der nach b behandelten. Die Wirksamkeit bei alkalischer 
Reaktion, das heibt die fiir die Trypsinwirkung giinstigste 
Reaktion, der Fliissigkeit a war 47°/, schwicher als die der 
I liissigkeit b. 

Es ergibt sich also, dai unser Papain nach 5 Minuten 
EKrwirmung auf 37° und bei einer Reaktion p,, = 12,25 54°/) 
an ,,Pepsinwirkung* und 47°/, an ,,lrypsinwirkung* verloren 
hat. Dieses Verhalten ist also ganz anders als das der Mischung 
von Trypsin und Pepsin. Beim Papain gehen bei der Er- 
wirmung beide EKnzymwirkungen in gleichem Ma zuriick. 

Die vielen Versuche, die wir angestellt haben, um aus 
unserem Papain ,,Pepsin“ und ,,T'rypsin‘* zu isolieren, haben zu 
keinem Resultate gefiihrt. Aus allen diesen Beobachtungen 
scheint hervorzugehen, daB im Papain ein einheitliches Enzym 
vorliegt, in dem nichts von den charakteristischen Kigenschaften 
des echten Pepsins und Trypsins, was zum Beispiel Loslich- 
keit, Verhalten gegen verdiinnte Siuren usw. anbetrifft, zu 
spuren ist. 
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Wohl aber ist es uns gelungen, aus unserem Rohprodukt 
de Bussy ein bedeutend wirksameres Praparat darzustellen. 
Unser Rohpapain hat, wie oben gesagt, einen Aschegehalt von 
8,81°/,, es léste sich in Wasser nur zum kleinsten Teil. Wir 
haben nun nach Analogie unserer Pepsinbereitung eine gréBere 
Menge Papain mit verdiinnter Salzsiure lingere Zeit digeriert 
um in dieser Weise verunreinigendes EKiweiB abzubauen und 
zu eliminieren. Wir lassen die Beschreibung dieser Versuchs- 
reihe hier folgen. 

Versuchsreihe XIII. Darstellung eines reineren Papains. 

1'/, g Papain in 20 ccm Salzsaéure von 0,2°/, 7 Stunden 
hei 37° digeriert. Reaktion p,, = 2,922. Nach Ablauf der 
Erwarmung, 24 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert. 
Zeutrifugiert, Zentrifugat im Vakuum zur Trockne eingedampft. 
Riickstand 420 mg. Dieser Riickstand ist in Wasser sehr 
leicht léslich, die Lésung gibt mit verdiinnter Essigsiure keinen 
Niederschlag. Durch Ammonsultfat bis zu zwei Drittel Satti- 
gung in die nahezu neutrale Loésung eingetragen, wird der 
Stoff niedergeschlagen. 

Wir haben dann die Wirksamkeit dieses Priparats aut 
Fibrin bei den fiir die Pepsin- bzw. die Trypsinwirkung 
giinstigsten Reaktionen, also bei p,, = 2,5 und p, = 11,2 mit 
derjenigen des urspriinglichen Rohpriparats verglichen. Dabei 
fanden wir, daB die Wirksamkeit bei saurer Reaktion 3,8 mal, 
die bei alkalischer Reaktion 2,4mal stirker als diejenige des 
urspriinglichen Priaparats geworden war. Die GréBe der Ver- 
stiirkung bei den zwei verschiedenen Reaktionen ist also zwar 
nicht ganz gleich aber doch von derselben Ordnung. Es macht 
den Eindruck, daB die Verstirkung nur der Entfernung von 
Verunreinigungen zuzuschreiben ist. 

Aber, was wohl am wichtigsten ist, wir haben hier ein 
Papainpriparat darstellen kénnen, das leicht und vollkommen 
in destilliertem Wasser léslich ist, das ferner eine Pepsin- 
aktivitat auf Fibrin von 0,04 des reinsten Pepsins und eine 
Trypsinwirksamkeit gleich unsrem Pankreasnucleoproteid besitzt. 

Wir haben friither gezeigt, da8 Pankreastrypsin gelést bei 


1) Diese Zs. Bd. 116, S. 107 (1921). 
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einer Reaktion p,, = 3 oder 4!) bei Erwairmung auf 37° nicht 
merklich an Wirksamkeit einbiiBt, selbst nach einigen Tagen. 
Wir haben unser Papain auch in dieser Richtung untersucht. 
Es wurde also in essigsaurer Lésung bei einer Reaktion 
Py = 3,4 auf 37° erwarmt. Wir fanden, daB die fibrinlésende 
Wirkung bei alkalischer Reaktion, also die Trypsinwirkung, 
des Papains bei dieser Erwirmung in etwa einer Stunde auf 
die Halfte sinkt, wihrend Pankreastrypsin bei dieser Reaktion 
und bei 37° an Wirksamkeit in dieser Zeit nicht merklich 
verliert. Bei diesen Versuchen, wobei also Papain bei einer 
Reaktion p,, = 3,4 bei 37° erwarmt wurde und wobei jede 
Stunde eine kleine Menge auf ihre fibrinlésende Wirkung bei 
p, = 11,2 untersucht wurde, fanden wir diese Besonderheit, 
daB die Aktivitit immer nach etwa 5 Stunden noch etwas zu- 
nahm, um dann danach wieder langsam abzufallen. 


Zweite Abteilung. 
Einflu8 der Reaktion auf die Papainwirkung 
auf gelostes EiweiB. 

Wir gehen jetzt an die Beschreibung unserer lapain- 
versuche mit Lésungen von Eiweif und Albumosen. 

Als Substrat verwendeten wir erstens dialysiertes Rinder- 
blutserum, zweitens sekundire Fibrinalbumosen. Letztere 
wurden aus Fibrin durch Pepsin-Salzsiurewirkung erhalten. 
Nach Entfernung der primiren Albumosenfraktion wurde die 
sekundire Albumosenfraktion durch vollstaindige Siattigung, 
selbstverstindlich bei neutraler Reaktion, mit Ammonsulfat 
niedergeschlagen, das Salz durch Dialyse gréBtenteils und die 
letzten Spuren des Sulfats durch Bariumhydroxyd entfernt. 
Zuletzt wurden die Albumosen nochmals durch Alkohol prizi- 
pitiert. 

Zur Verfolgung der KiweiB- bzw. Albumosenspaltung durch 
Papain kommen wohl in erster Linie das Alkoholtitrations- 
verfahren nach Richard Willstatter und Ernst Wald- 
schmidt-Leitz'), sodann die Formoltitration in Betracht. 


') Bericht der Deutschen chemischen Gesellschaft Bd. 54, S. 2988, 
(1921). 
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Man kann allerdings noch andre Methoden anwende) 
diese sind im Vergleich mit den genannten Verfaly 
wohl zu umstindlich und kaum zu gebrauchen. Zu 
wir meistens das Alkoholtitrationsverfahren gebrat 
diesem Verfahren werden die amphotiiren Hiy 
produkte an sich nicht geiindert. Man kann die 
Produkte, also den Grad der Eiweibhydrolyse, 
ohne jede Zugabe sofort in wiBriger Lisune 
man bei der Titration nur einen geeignet 
wendet, das heifbt einen Indikator, der 
alkalischer Reaktion seinen Umschlagpunkt 
muf man dann ja bis so stark alkalischer 
weil sonst wegen der Schwachheit der 
der amphotiiren Produkte diese nicht yol! 
salze umgewandelt werden. Bei der | 
die sauren Eigenschaften der Produk 
Aminogruppen sehr bedeutend stiirke: 
tion leichter vonstatten geht und 
Alkalinitiit durchgefiihrt werden 
verfahren werden die Spaltungsprodu 
nicht geiindert, aber in der alkoh 
die Wasserkonzentration sehr bi 
Hydrolyse also gleichfalls sehr 
eben darum braucht man auc! 
bis so ganz starker Alkalinitii 
werden wegen der viel geringe) 
produkte schon bei viel gering 
ihre Salze umgewandelt. 
Wir haben besonders anfang 
verwendet, muften dieselbe 
sie ber Anwesenheit von mehr 
fiihrt. Wir werden hier 
nennen. Die Blausiiure 
Siiure und in neutralen Li 
volilstiiudig hydrolysiert. Es 


daB man bei der Titration n 


und Zugabe von Alkohol 











302 W.E. Ringer und Fri. B. W 


Blausiiure ist zu Cyanidhydrin addiert 

zahl des Serums ist 0,750 ccm, Nr. 4 

Cyanid, Serum und Formol konnte gleich 

wartet werden. Statt dieser Zahl finden wir 

mehr, n. 1. 1,150. Ob durch das Eiweib 

siiure nicht zu Cyanhydrin umgewandelt ist 

ist nicht sicher, aber jedenfalls sieht man, dab soga 

sehr groBen Cyanidmenge der Einflu® des Cyanid 

Titration nur unbedeutend ist, wihrend bei der Alkoh 

dieser KinfluB sehr stark gewesen sein wiirde. 

Versuchen mit Blutserum mit Albumosen haben 

20 mg Natriumcyanyd, n.1. 1 ccm der 0,4 molekularen 

gebraucht, und der KinfluB dieser kleinen Menge dieses 

ist also bei der Formoltitration sicher zu vernachlissig 
Wir lassen hier nun zuerst die Beschreibung unser 

suche mit Blutserum folgen. 


Versuchsreihe XV. Dialysiertes Rinderblutserun 
weiBgehalt 3,2°/,. Papain de Bussy. Jedes Réhrchen 
hielt 2 ccm Serum, Salzsiure- oder Natriumhydroxydlisu 
und Wasser bis zu 3 ccm. Weiter 1 ccm Natriumchloridlésu: 
(statt der Natriumcyanidlésung, in nachher zu beschreibend 
Versuchsreihe) mit 20 mg Natriumchlorid. Nach Erwiirmu 


auf 45° wihrend 7 Minuten wurde 1 ccm Papainlésung mi 


50 mg Papain zugegeben und genau 350 Minuten bei 45° ve 
; ; . . ; 
daut. Dann wurde schnell abgekiihlt und mit schmale: 


Streifen empfindliches Lackmuspapiers neutralisiert. Sodam 
wurde 1 ccm gegen Lackmus neutralisierter Formol zugegebe 
und mit 0,1 normal Natronlauge und Phenolphthalein bis zu 
dunkelrot titriert. Folgende Tab. XII enthilt die Ergebniss 
dieser Versuchsreihe mit dialysiertem Rinderblutserum. 


Tabelle XII. 





Versuchsreihe XV mit Papain de Bussy und dialysiertem Rinder 
blutserum. Jedes Réhrchen enthielt 2 cem Serum (3,2°/, Eiweib), Salz 
siiure- oder Natriumhydroxydlésung weiter 1 cem Natriumcehloridlésung 
mit 20 mg Natriumehlorid und Wasser bis zu 4 cem. Nach 7 Minute: 


vei 45° 1 eem Papainlésung mit 50 me. Verdauungszeit 350 Minuten 
on] on) 
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Folgende Fig. 8 stellt die Ergebnisse diese: 
graphisch dar. Wir sehen, daB die Siure- und 


sogar bei p, = 1,5 und 12,5 nur unbedeut 
ergibt sich hier nur ein einziges Reaktionsoytin 


bei dieser Versuchsdauer und bei dieser Tem) 

serumeiweiB als Substrat und bei Verwendu 

titration finden wir hier dieses Optimum bei 

den bei der fibrinlédsenden Wirkung des 

hervorragenden Wirkungsmaxima bei Reakk' 

p,, = 11,2 laBt sich in dieser Versuchsreih 
Die Werte bei stark saurer und star! 

sind etwas kleiner als die Blindwerte, 

wir bei p,, = etwa 1,5 oder etwa 12,5 

auf geléstes KiweiB immer beobachtet 

zeit noch nicht mit Sicherheit erklii 

Versuchsreihe wurde mit sekundiire: 

Wie bei den Versuchen mit gelost 

Albumosen immer, wurden auch |}! 

der ganzen Versuchsdauer sorgfilti 

schlossen. Wir lassen nun die [3 

reihe mit Albumosen folgen. 
Versuchsreihe XVI. Papa 

Albumosen als Substrat.  Jedes 

Albumosenlésung mit 100 mg Alb 

und Natriumhydroxydlésung und \\ 

1 ccm Natriumchloridlésung mit 

Krwirmung auf 45° wihrend 7 

mit 50 mg Papain zugegeben, 

45°, Dann wurde schnell abs 

papier neutralisiert. 1 ccm neut 

und mit 0,1 uormal Natronlaug 

enthilt die Ergebnisse der Versuc! 


Tabell: 


Versuchsreihe XVI mit Py 
Albumosen als Substrat. Jedes Réln 
ldsung mit 100mg Albumosen. Weit: 
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Versuchsreihe sind, daB auch bei di 
nichts von Wirkungsmaxima bei ki 
Py — 11,2 gefunden wird. Zwar ist b 
die Albumosenspaltung schon stark im 


Wir sehen also nur ein Reaktionsoptimun 
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sekundiren Albumosen durch Papain de Bussy. 


. Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindwerte korrigierte Verdauungskury« 


Wenn wir die Gestalt der Kurve, die die Albumosen- 
spaltung in Fig. 9 darstellt, mit der der EiweiBspaltung i 
Kig. 8 vergleichen, so sehen wir, dai das Reaktionsoptimum 
der Albumosenspaltung bei etwas weniger saurer Reaktion 
liegt als das der EiweiBspaitung. Aber im iibrigem sind die 
Kurven sehr iihnlich. Selbstverstiindlich liegt die Kurve de: 
Blindwerte (inaktiviertes Papain) bei den sekundiren Albumosen 


bedeutend hdher als bei dem Serum. Bei letzterem ist be! 
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Papaincyanhydrin nach den genannten 

uf Kieralbumin und kriftig auf Gelatine 

ierende Wirkung der Blausiure sollte 

Zeit ©} ) : riirde in etwa einer Stunde maximal sein. 


Die Lage des Reaktionsoptimums wiirde von Blauséure nicht 


Wir haben nu uerst den zeitlichen Verlauf der Blau- 
siureaktivierung des Papains mit dem _ Substrat Kibrin 
untersucht. 

Versuchsreihe XVII. Zeitlicher Verlauf des Blausiure- 
einflusses auf die tibrinlésende Kraft des Papains. 


20" 
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500 mg Papain mit 50 cem Wasser zerrieben, filtriert und 
30 cem des klaren Filtrats mit 15 ecm mit Salzsiure neutralisierte 
Natriumcyanidlésung, in welcher 360 mg Natriumcyanid, und 
weiter mit 10 ccm 1,0940 normal Essigsiure und 5 ccm 
Wasser vermischt. Gesamtvolum also 60 ccm. Diese Lésung 
hatte eine Reaktion py = 3,131 und sie wurde auf 37° an- 
dauernd erwirmt. Gleich nach der Herstellung der Lésung, 
und weiter jede halbe Stunde. Sodann jede Stunde wurde 
1 ccm dieser Papainlésung auf ibre tibrinlésende Kraft unter- 
sucht. Dazu wurde diese Papainlésung zu 100 mg Spritblau- 
fibrin gegeben, die immer genau 34 Minuten in einer Mischung 
von Glykokoll- und Natriumhydroxydlésung von solcher Zu- 
sammensetzung, daB nach Zugabe der sauren Papainlésung 
die fiir die Fibrinlésung giinstigste Reaktion, also py = 11,2 
erhalten wurde, gequollen hatte, zugegeben. Immer wurde 
dann bei 37° 8 Minuten verdaut. Folgende Tabelle gibt die 
Krgebnisse. 

| Tabelle XIV. 

Versuchsreihe XVIII itiber den zeitlichen Verlauf der Blausiure- 
aktivierung von Papain de Bussy. Eine Papainlésung, die pro Kubik- 
zentimeter 5 mg Papain, 6 mg Natriumcyanid und Kssigsdiure enthalt 
und eine Reaktion py, = 3,13 hatte, wurde bei 37° gehalten. Sofort 


nach Herstellung und weiter jede halbe Stunde wurde 1 ccm auf ihre 
fibrinlédsende Kraft bei der giinstigsten alkalischen Reaktion untersucht. 





Nr. me id Verdauung') Nr. ea ee Verdauung ') 
1 0 1,00 10 4,5 1,38 
” 0.5 1,07 11 5.5 1,27 
8 1,0 1,20 12 6,5 1,57 
4 1,5 1,00 | 18 7,5 1,30 
5 2,0 1,30 14 8,5 1,18 
6 2,5 1,29 15 95 1,17 
7 I 3,0 1,52 16 10,5 1,07 
8 8,5 1,10 17 11,5 1,22 
9 4,0 1,28 18 24,0) 1,10 














Wir sehen, daB die Aktivitét einigermaBen unregelmibig 
wechselt, was zum Teil gewissen Fehlern zuzuschreiben ist. 


') Colorimeterzahl in willkiirlichen Einheiten. 
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Aber es ist doch wohl sicher, daB die Aktivitat, gemessen 
nach der Trypsinwirkung, nach 3 Stunden merklich gréBer ist 
als anfangs. Und dasselbe gilt fiir die Zeit 6 Stunden. Es 
koénnte hier also eine gewisse Art Periodizitaét vorliegen. Aber 
jedenfalls ist der Verlauf der Aktivitiit des Papains bei An- 
wesenheit von Blausiure und bei einer Reaktion py = etwa 3 
ganz anders als bei der nimlichen Reaktion aber ohne Blau- 
siure. Dann sinkt die Aktivitit besonders in der ersten Stunde 
sehr stark ab, um dann allmahlich langsamer zu sinken. Wir 
haben allerdings auch ohne Blausiiure im Verlauf des Versuches 
éfters wieder leichte Erhebungen der Aktivitit beobachtet. 

Selbstverstiindlich miissen die Versuche iiber den zeit- 
lichen Verlauf der Aktivitiit fortgesetzt werden, besonders in 
dieser Weise, dab gleichzeitig mit dem Verlauf der fibrin- 
lésenden Kraft bei alkalischer Reaktion auch der bei saurer 
Reaktion und bei neutraler Reaktion bei Anwesenheit von zum 
Seispiel Phosphaten studiert wird. Daneben natiirlich auch 
der Verlauf der KiweiB- und albumosenspaltende Kraft. 

Wir haben zurzeit unsere Versuche mit Fibrin so ein- 
gerichtet, daB gleich vor dem Anfang der Verdauung Enzym 
und Cyanid zusammengefiigt wurden. Dies schien uns _vor- 
laufig mit Riicksicht auf die aus der vorhergehenden ‘T'abelle 
sich ergebenden ziemlich schnellen Wechselungen der Aktivitiit 
noch die geeignetste Methode. Bei den Versuchen mit Hiweif 
und Albumosen, die sich auf mehrere Stunden erstrecken, ist 
die Zeit des Zusammentiigens von Enzym und Cyanid von 
weniger Bedeutung. Wir haben nun zuerst noch einige weitere 
Versuche gemacht, um die GréBe der Aktivierung der fibrin- 
lésenden Kraft des Papains durch Blausiiure noch etwas besser 
iibersehen zu kénnen. Wir lassen die Beschreibung dieser 
Versuche hier folgen, und zwar zuerst die fibrinlésende Kraft 
bei saurer und dann bei alkalischer Reaktion. 

Versuchsreihe XVIII. GréBe der Aktivierung der 
fibrinlésenden Kraft des Papains durch Blausiaure. 

250 mg Papain mit Wasser zerrieben, neutralisierte 
Natriumcyanidliésung mit 200 mg Natriumcyanid zugegeben, 
Gesamtvolum 5ccm. Kine zweite Lésung wurde in vollkommen 
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derselben Weise dargestellt, auBer daB statt 200 mg Natrium- 
cyanid 200 mg Natriumchlorid genommen wurde. In 3 Reagenz- 
rdhren wurden gebracht 80 mg Carminfibrin, Salzsiure und 
Wasser bis zu 9 com, nach 25 Minuten Quellung wurde 1 ccm 
der Papaincyanidlésung, der Papainnatriumchloridlésung oder 
der Papainnatriumchloridlésung nach Hitzeinaktivierung zu- 
gegeben. 60 Minuten Verdauung. Zimmertemperatur. Fol- 
gende Tab. XV gibt die Resultate. 


Tabelle XY. 
Versuchsreihe iiber die Gréfe der Blausiiureaktivierung der fibrin- 
lésenden Kraft des Papains bei saurer Reaktion. Jedes Réhrchen 80 mg 
Carminfibrin, Salzsiiure und Wasser bis zu 9 cem, und nach 25 Minuten 
Quellung 1 cem Enzymlésung mit 50 mg Papain und 40 mg neutrali- 
siertem Natriumcyanid — bzw. Natriumchlorid. 60 Minuten Verdauung 
Zimmertemperatur. 








Normalitiit . yyy nach 
Nr. . Verdauung I es 
der Salzsiiure Verdauung 
: Gleich Blind- ee . ae - 
| 0.025 P 2,15 Papain mit Cyanid 
wert 3 
at Groéber als 2 es as 
2 0.025 oe 2,26 Papain mit Chlorid 
Blindwert ; I 
2 ; Papain mit Chlorid 
4 0.025 Blindwert 2,24 ay eo 
inaktiviert 











Wir sehen hier, daf& von eimer aktivierenden Wirkung des 
Cyanids keine Rede ist, 1m Gegenteil, die Verdauung in de: 
cyanidhaltigen Lésung ist vollkommen, in der chloridhaltigen 
Losung dagegen noch nicht vollkommen gehemmt. Die Kon- 
zentration der Salze war hier aber ziemlich groB, etwa ?/,,- 
molekular und dadurch ist die Quellung des Substrates nur 
gering. Wir haben daher den Versuch wiederholt. aber mit 
kleinerer Konzentration der Salze. 

Versuchsreihe XIX. GréBe der Aktivierung durch Blau- 
siure der fibrinlésenden Kraft des Papains bei saurer Reaktion. 

250 mg Papain mit Wasser zerrieben, neutralisierte Natrium- 
evanidlésung mit 50 mg Natriumcyanid zugegeben, Gesamt- 


volum 5 cem. Kine zweite Lésung wurde in vollkommen der- 
selben Weise dargestellt, auBer daB statt 50 mg Natriumcyanic 
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50 mg Natriumchlorid genommen wurde. In 3 Reagenzréhren 
wurden gebracht 80 mg Carminfibrin, Salzsiiure und Wasser 
bis zu 9cem, nach 30 Minuten Quellung wurde 1 ccm der 
Papaincyanidlésung, der Papainnatriumchloridlésung oder der 
Papainnatriumchloridlésung nach Hitzeinaktivierung zugegeben. 
Verdauung in der cyanidhaltigen Loésung 37 Minuten, in den 
beiden anderen Loésungen 23 Minuten. Folgende Tab. XVI 
gibt die Resultate. 
Tabelle XVI. 
Versuchsreihe iiber die GroBe der Blausiiureaktivierung der fibrinlésen- 
den Kraft bei saurer Reaktion. Jedes Réhrchen 80 mg Carminfibrin, 
Salzsiiure und Wasser bis zu 9cem und nach 30 Minuten Quellung 
i cem Enzymlésung mit 50 mg Papain und 10 mg neutralisiertem Natrium 
cyanid bzw. Natriumchlorid. Zimmertemperatur. 




















. use Tery- 
Normalitiit Ver Py nach 
' ~~ dauungs-} yy, 
Nr. der Salz . +. Verdauung Ver- 
ia | 
Salzsiiure Minuten dauung 
Gleich 
0,025 Cyanid 37 : 2,09 
“. j Blindwert 
2 0,025 Chlorid 23 Kriiftig 2,19 
0.025 Chlorid (inakti 23 Blindwert 2.23 
viertes Enzym) 


Auch hier keine Aktivierung sondern Hemmung durch 
Blausiure. Der EinfluB der Salze auf die Quellung war auch 
hier noch deutlich. Nach Zugabe des Papains sahen wir, in 
der chloridhaltigen Liésung, besonders stark aber in der cyanid- 
haltigen Liésung, die Quellung wieder zunehmen. Diese eigen- 
tiimliche Erscheinung sahen wir 6fters beim Papain. Diese 
Zunahbme der Quellung geht dann der Lésung des Fibrins 
yvoran und steht mit der Enzymwirkung in innigster Beziehung 
cod wird denn auch mit inaktiviertem Papain nicht im mindesten 
eo bachtet. 

Nachdem also bei saurer Reaktion keine Blausiureakti- 
vierung bei der Fibrinlésung gefunden war, haben wir Ver- 
suche bei alkalischer Reaktion angestellt. 

Versuchsreihe XX. Grée der Aktivierung der fibrin- 
‘Osenden Kraft des Papains bei alkalischer Reaktion. 
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250 mg Papain mit Wasser zerrieben, neutralisierte Natrium- 
cyanidlésung mit 200 mg Natriumcyanid zugegeben, Gesamt- 
volum 25 ccm. 

1 Stunde lang abgeschlossen erwirmt bei 37°. Kine zweit: 
Lésung wurde in vollkommen derselben Weise dargestellt, 
auBer daB statt 200 mg Natriumcyanid 200 mg Natriumchlori< 
genommen wurde. In 3 Reagenzréhren wurden gebracht 100 mg 
Spritblaufibrin, Glykokollisung und Natronlauge und Wassei 
bis zu 12 ccm. Um denselben Alkalinititsgrad in allen 


Tabelle XVII. 
Versuchsreihe tiber die Gré8e der Blausiiureaktivierung der fibrinlése: 
den Kraft bei alkalischer Reaktion. Jedes Réhrchen 100 mg Spritblau 
fibrin. In das erste Réhrehen 4,4 cem 0,1-molekular Glykokollésun¢ 
5,6 cem 0,1-normal Natronlauge., 0,4 cem Wasser; nach 24 Minuten 
Quellung bei 37° noch 1,6 ecm Natronlauge und 1 Minute spiter 1 ccm 
Enzymlésung mit 10mg Papain und 8 mg neutralisiertem Natriumeyanid. 
in das zweite Réhrehen dasselbe auBer daB nach 24 Minuten Quellung 
anstatt 1,6 ccm Natronlauge 1,6 cem Wasser zugegeben wurde, und da! 
die Enzymlésung statt 8 mg Natriumeyanid 8 mg Natriumehlorid ent 
hielt. In das dritte Réhrehen dasselbe wie in das zweite. nur war di: 
Knzymlisung hitzeinaktiviert. Quellungszeit im ganzen 25 Minute: 

Temperatur 37°. 








ar 2 —_ aD 
= = oty) y ) = =| 
S we Natrium ~ — | 
= fh a= Ss + a} a Qen 
="5 £2] hydroxyd- ; ss | S28 .0 | Pu naci 
N) ja 2S haa Wasser Skis’ *s & Sew. 
\ id gs lésung ss) Sen 8 
5S , ~ 5 ox Of} dauung 
= 0,1-normal S c eo : 
ecm ecm cem Min < 
4,4 5,6 0,4 6 5,2 11,40 
spiter noch 
1,6 
2 4,4 5,6 0,4 12 0,6 11,39 
spiter noch 
1,6 
5 4,4 5,6 0,4 12 0,0 _ 
spiiter noch 
1,6 























1) Colorimeterzahl in willkiirlichen Einheiten. Die Zahlen sind 
korrigiert auf 12 Minuten, der Blindwert oder die Alkaliwirkung ist in 
Abzug gebracht. 
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Rohrchen zu erreichen, mute natiirlich der cyanidhaltigen 
Lésung etwas mehr Natronlauge als der chloridhaltigen Lésung 
zugegeben werden. Dazu wurde, nachdem das Spritblaufibrin 
24 Minuten gequollen hatte, zu der Lisung von 5,6 ccm Natron- 
lauge O,l-normal und 4,4 com Glykokoil 0,1-molekular und 
0,4 com Wasser, 1,6 ccm Natronlauge 0,l-normal, wenn Papain 
mit Cyanid, und 1,6 com Wasser, wenn Papain mit Chlorid 
wirken sollte, zugegeben. Eine Minute spiater wurde sodann 
1 com der Enzymlésung zugegeben. In dieser Weise wurde 
soviel wie moglich erreicht, dab wahrend der Quellung, sowie 
wihrend der Verdauung in allen Roéhrchen die Reaktion die 
nimliche war. ‘Tab. XVII gibt die Resultate. 

Wir sehen aus dieser Tabeile, daB bei dieser alkalischen 
Reaktion die fibrinlésende Kraft des Papains von der Blau- 
siure kriiftig aktiviert ist. Bei saurer Reaktion also keine, 
bei alkalischer Reaktion intensive Aktivierung der fibrinlésen- 
den Kraft. Wir sahen oben, daB in der neutralen Zone Papain 
bei Anwesenheit von Phosphaten fibrinlésende Kraft zeigt. In- 
wieweit hier Natriumeyanid aktivierend wirkt, muB noch unter- 
sucht werden. Man koénnte vorlaufig vermuten, dab Cyanionen, 
die bei alkalischer Reaktion anwesend sind, aktivierend wirken. 
Unsere Versuche mit Blutserum und Albumosen weisen auch 
in dieser Richtung hin. 

Weil wir also zurzeit nur bei alkalischer Reaktion Akti- 
vierung der fibrinlésenden Kraft des Papains durch Cyamid 
sefunden haben, haben wir auch nur bei alkalischer Reaktion 
eine Versuchsreihe iiber den EinfluB des Cyanids auf die Lage 
des Reaktionsoptimums angestellt. Hier folgen die Resultate 
dieser Versuchsreihe. 

Versuchsreihe XXI. Einflub von Cyanid aut die Lage 
des Reaktionsoptimums der fibrinlésenden Kraft des Papains 
bei alkalischer Reaktion. Papain de Bussy. Jedes Réhrchen 
enthielt 100 mg Spritblaufibrin, weiter 0,1-molekular Lésungen 
von Glykokoll und Natriumhydroxyd und Wasser bis zu 12 ccm. 
Nach 32 Minuten Quellung wurde 1 ccm Papainlésung zu- 
gegeben. Diese Papainlésung war in folgender Weise her- 
gestelit: 40 mg Papain mit Wasser zerrieben, dazu 120 mg 
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Natriumcyanid in neutralisierter Lésung, Gesamtvolum 20 ccm, 
v o 
Verdauungszeit 13 Minuten, Temperatur 37°. 


Tabelle XVIII. 


Versuchsreihe XXI. Uber den Einflu8 des Cyanids auf die 
des Reaktionsoptimums der fibrinlésenden Kraft des Papains bei alka- 
lischer Reaktion. Jedes Réhrehen 100 ing Spritblaufibrin, wechselnde 
Mengen 0,1-molekular Liésung von Glykokoll und Natriumhydroxyd und 
Wasser bis 12 cem. Nach 82 Minuten Quellung 1 cem Papainlisung 
mit 2 img Papain de Bussy und 6 mg Natriumcyanid, 13 Minuten Ver- 


Q re 
4p, e 














dauung. ‘Temperatur 37°. 
Glykokoll- ines” Inaktives Enzym | Aktives 
' ldsung hydroxye- Wasser inzym 
Nr. lésung ASSE! 
0,1-molekular| 9.4-normal m | Ver- | Ver- 
cem ecm cem as | dauung }} ! dauung ! 
i 6.34 | 3,66 2,00 9.87 0,59 | 1.00 
2 4,95 5.05 2.00 10.41 - - 3 
3 4.60 9,40 2,00 10.6% — : 3,20 
4 4,42 3,08 2,00 10,83 — 7,50 
5 4,18 5.82 2,00 11.18 Me $3.40 
6 4,05 5,95 2,00 11,38 — } 1,70 
7 4,00 6.00 2,00 | 11,48 — 5 ATT 
8 8 8S 6.12 2 00 11.76 1,40 | 1,88 














In Fig. 10 sind die Ergebnisse dieser Versuchsreihe ver- 


zeichnet. In der Figur ist zuerst die Alkaliwirkung als eine 








ah 
— J rn * 
7 T ; ~~ ‘ 
at N if \i 
of a / 1 
r Ui ! j 
— i ' 
=< | ! 
. : 
Ate |; 
ee ! 
r= 4] t 
7 sa /} \\ 
x, Fs } a —_ 
< ae F , yarn 
‘a ~~ R 
i -—— fe 
r ——__"" Nt 
- _ eee: a a j 
10 i0.S 1 ms | 
4 


Losungsgeschwindigkeit bei alkalischer Reaktion von Spritblaufibrin 
durch Papain de Bussy mit Natriumeyanid. 


Figur 10. 


A Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindkurve korrigierts Verdauungskurve. 


1) Colorimeterzahl in willkiirlichen Einheiten. 
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cerade Linie angegeben. Weiter die Colorimeterzahlen der 
Reihe mit aktivem HKnzym und zuletzt die um die Alkali- 
wirkung korrigierte Verdauungskurve. 

Wenn wir diese Figur vergleichen mit der Fig. 5, die die 
Papainwirknng ohne Cyanid darstellt, so sehen wir, daB beide 
Kurven durchaus ihnlich sind und daB die Lage der optimalen 
Reaktion durch das Cyanid nicht oder kaum verschoben wird. 
Nihere Vergleichung der Verdauungswerte, dabei in Betracht 
sezogen die ungleiche Verdauungszeit und die ebenfalls un- 
gleiche Einheit der Colorimeterzahl, besonders aber dab in 
der Cyanidreihe jedes Réhrchen nur 2 mg Papain, in der Reihe 
hne Cyanid aber 20 mg enthilt, zeigt deutlich, daB in dieser 
stark alkalischen Zone das Cyanid die Fibrinlésung sehr stark 
aktiviert hat. 

In den Versuchsreihen mit Fibrin war es bei sehr groBen 
Unterschieden in der fibrinlésenden Kraft dann und wann 
nbtig, die Verdauungszeit in allen Réhrchen nicht ganz gleich 
eroB zu nehmen. Dabei muB man aber iiuBerst vorsichtig sein, 
denn die Fibrinlésung durch Papain in der optimalen sauren 
sowie alkalischen Reaktionszone geht ganz nicht proportional 
it der Zeit. Wir haben schon oben auf die eigentiimliche 
Kirscheinung hingewiesen, daB das in saurer oder alkalischer 
Lisung gequollene Fibrin nach Zugabe des Papains (d. h. von 
iktivem Papain denn inaktiviertes Papain hat diesen Hinilub 
nicht) in sehr kurzer Zeit bedeutend in Quellung zunimint. 
Wiese Zunahme der Quellung steht zweifelsohne mit der Papain- 
wirkung in innigster Beziehung und geht der Lésung voran. 
Indessen haben wir bei unseren Pepsin- und Trypsinversuchen 
diese Erscheinung nicht beobachtet. Die Lésung des Fibrins 
ceht nun derart, daB in der ersten Zeit sehr wenig sich lost; 
iachdem die Quellungszunahme unter dem Enzymeinflu®B mehr 
und mehr zustande kommt, geht dann auch die Lésung stirker 
ind stiirker fort, die folgende Versuchsreihe zeigt diese Kigen- 
tiimlichkeiten deutlich und zahlenmiaBig. 

Versuchsreihe XXII. Uber den zeitlichen Verlauf der 
'ibrinlésung durch Papain bei alkalischer Reaktion. Jedes 
Reagenzréhrchen enthielt 100 mg Spritblaufibrin, 4,40 ccm 
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0,1-molekular Glykokoll, 5,6 com 0,1-molekular Natriumhydroxyd- 
lésung und weiter 2 ccm Wasser. Jedes Réhrchen wurde 
genau 30 Minuten quellen gelassen und dann wurde 1 ccm 


~ 


Papainlésung mit 2,5 mg Papain, in der zweiten Reihe 2,5 mg 
Papain und dazu 3 mg neutralisiertes Natriumcyanid zu- 
gegeben. Temperatur 37°. 


Tabelle XIX. 
Versuchsreihe XXII. Uber den zeitlichen Verlauf der Fibrinlésung 
bei alkalischer Reaktion durch Papain ohne und mit Natriumeyanid. 
Jedes Réhrchen 4,40 ccm 0,1-molekular Glykokoll- und 5,60 cem 0,1-mole- 
kular Natriumhydroxydlésung und 2 ccm Wasser. Genau 30 Minuten 
Quellung, dann 1 cem Papainlésung mit 15 mg Papain ohne bzw. 2,5 mg 
Papain mit 3mg Natriumeyanid. Reaktion py etwa 11,1, Temp. 37° 
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Figur 11, Zeitlicher Verlauf der FibrinloOsung durch Papain ohne und mit 
Natriumceyanid bei alkalischer Reaktion. 
A Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindkurve korrigierte Verdauungskurve. 





1) Colorimeterzahl in willkiirlichen Einheiten. Die Zahlen der 
beiden Reihen sind untereinander nicht vergleichbar. 
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Fig. 11 gibt die graphische Darstellung der Resultate. 
Die Verdauungszahlen sind wieder um den geringen Wert der 
Alkaliwirkung korrigiert. Die Kurven zeigen deutlich, daB die 
Kibrinlésungsgeschwindigkeit nach einigen Minuten, ungeachtet 
der abnehmenden Menge des Substrats, zunimmt. Das geht 
natiirlich so lange fort, bis die Abnahme der Fibrinmenge der 
zunehmenden Lisungsgeschwindigkeit iiberwiegt und die Kurve 
dann wieder ihre konkave Seite nach der Abszisse wendet. Die 
oben beschriebene Kigentiimlichkeit zeigt sich hier also deutlich, 
und es ist klar, daB man bei diesen Papain—Fibrinversuchen 
bei wechselnden Verdauungszeiten damit Rechnung halten mub. 

Wir gehen nun an die Beschreibung unserer Versuche 
iiber den KinfluB des Cyanids auf die Verdauung von Kiweib 
und Albumosen durch Papain. 


Dritte Abteilung B. 


EinfluB des Cyanids auf die Papainwirknng auf gelostes EiweiB, 
namlich BlutserumeiweifBS, und sekundare Fibrinalbumosen. 


Versuchsreihe NXIII.  Dialysiertes Rinderblutserum, 


Kiweibgehalt 3,2°/). Papain de Bussy. Jedes Roéhrchen ent- 


hielt 2 cem Serum, Salzsiiure- oder Natriumhydroxydlésung 
und Wasser bis zu 3ccm. Weiter 1 ccm gegen Neutralrot 
eutralisierte Natriumcyanidlésung mit 20 mg Natriumeyanid. 
Nach 7 Minuten Erwirmung auf 45° wurde 1 ccm Papain- 
sung mit 50 mg Papain zugegeben und genau 350 Minuten 

45° verdaut. Dann wurde schnell abgekiihlt und gegen 
mpfindliches Lackmuspapier neutralisiert. Sodann wurde 1 ccm 
rleichfalls gegen emptindliches Lackmuspapier neutralisierter 
Hormol zugegeben und mit 0,l-normal Natronlauge und 
Phenolphthalein bis zu dunkelrot titriert. Folgende Tab. XX 
enthalt die Ergebnisse dieser Versuchsreithe mit dialysiertem 
Blutserum und Natriumeyanid. 


Tabelle XX. 
Versuchsreihe XXIII mit Papain de Bussy und dialysiertem Rinder- 
blutserum und Natriumeyanid. Jedes Réhrehen enthielt 2 eem Serum 
(3,2 °/) EiweiB), Salzsiiure- oder Natriumhydroxydlésung und Wasser bis 
zu 3 cem, weiter 1 ccm Natriumcyanidlésung mit 20mg Natriumeyanid. 
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Nach 7 Minuten bei 45°, 1 cem Papainlésung mit 50mg. Verdauungszeit 
350 Minuten. Formoltitration, Waihrend der ganzen Versuchsdauer 
waren die Réhrchen sorgfiltig mit Gummistépseln verschlossen, 








Noraimnnscdee [| ee a 
Nr. | Salzsiiure oder des Formolstickstoff | Formolstickstoff 
Natriumhydroxyds | Px pro 100m fPr tvecm nee 

Serum mg mg 
1 0,08 HCl 1,3 146,9 122.6 
2 0,04 2.6 145.5 237,9 
) 0,02 3, 145,5 285,0 
4 0,006 4,8 141,3 259,3 
) 0,004 NaQH 6,8 141,53 261,i 
6 0,007 7,4 140,6 252,3 
7 0,071 9,6 147,6 190,5 
8 0,139 11,9 158,8 151,1 
9 0,196 12,7 170,1 146,2 
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Figur 12. Spaltungsgeschwindigkeit bei wechselnden Reaktionen vou Serumeiwei6 


durch Papain de Bussy mit Natriumcyanid. 
A Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindwerte korrigierte Verdauungskurve. 

















ve. 











EinfluB der Reaktion auf die Eiwei8 verdauende Kraft des Papains. 319 


Vorstehende Fig. 12 stellt die Ergebnisse dieser Versuchs- 
reihe graphisch dar. Die Kurve der Séure- und Alkali- 
wirkung ist ganz aihnlich derjenigen der Fig. 8, also derselben 
Versuchsreihe aber ohne Cyanid. Die Blindkurve liegt auch 
in beiden Figuren auf ganz derselben Héhe, Natriumcyanid 
an sich hat also gar keinen EinfluB auf die Siiure- oder Al- 
kaliwirkung. Die Verdauungskurve der Fig. 12 gibt aber ein 
ganz anderes Bild als die der Fig. 8. Zwar sehen wir 
auch in Fig. 12 wieder nichts von Reaktionsoptima bei p,,= 2,5 
und 11, sondern nur ein einziges Optimum bei p,, = 3,75. 
Die Lage dieses Reaktionsoptimums wird also von der Blau- 
siure gar nicht gedindert. Auch die Hohe der Cyanid- 
verdauungskurve ist in der Nithe des Reaktionsoptimums nur 
unbedeutend gréBer als die der Verdauungskurve ohne Cyanid, 
d. h. die EiweifSspaltung durch Papain wird bei dieser Reak- 
tion vom Cyanid kaum aktiviert. Das ist in Ubereinstimmung 
mit unseren oben beschriebenen Befunden, daB auch die 
Fibrinlésung bei saurer Reaktion vom Cyanid nicht aktiviert 
wird. Wir sahen aber, daB Cyanid bei alkalischer Reaktion 
kriftig aktiviert und man kann also vermuten, daB Cyanionen 
und nicht die Blausiure aktivierend wirken. Wenn wir nun 
die Verdauungskurve der Fig. 12 von dem Wirkungsoptimum 
weiter nach rechts verfolgen, so ergibt sich ein sehr merk- 
wiirdiger Unterschied gegeniiber die Fig. 8. Die Kurve der 
Fig. 12 steigt nicht nur nicht ebenso schroff herab als die 
Kurve der Fig. 8, sondern sie geht weiter rechts wieder in 
die Héhe, um bei einer Reaktion p, = 6,5 ein zweites Maxi- 
mum zu zeigen. Dann geht sie weiter nur langsam nach 
unten und zum SchluB sehen wir auch in Fig. 12 wieder die 
schon oben besprochene Kigentiimlichkeit, daB die Verdauungs- 
kurve bei starker Alkalinitéit und auch bei starker Aciditiit 
die Blindkurve schneidet. Es ergibt sich also, daB die Ki- 
weiBspaltung in der cyanidhaltigen Lésung bei Reaktionen 
zwischen p,, = 4,5 und p,, etwa 11 sehr merklich gréfer als 
in der nichtcyanidhaltigen Lésung gefunden ist. Wir méchten 
diese Erscheinung in der folgenden Weise erkliren. Die Ki- 
weibspaltung durch Papain wird von Cyanionen aktiviert. Bis 
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zu Reaktionen p,, = 4,5 sind wegen der Schwiche der Blau- 
siure Cyanionen nicht merklich zu finden, von da an wird bei 
immer steigendem p,, die Menge der Cyanionen allmihlich 
eréBer. Deshalb geht die Verdauungskurve sogar wieder etwas 
nach oben; bald aber iiberwiegt die Abnahme der Papain- 
wirkung durch die steigende Alkalinitit tiber die Zunahme 
der Cyanionenkonzentration und deren aktivierende Wirkung. 

Wir gehen nun an die Beschreibung der Versuchsreihe 
mit sekundiren Albumosen unter Zugabe von Natriumcyanid. 

Versuchsreihe XXIV. Papain de Bussy mit sekun- 
daren Albumosen als Substrat. Jedes Rébrchen enthielt 2 ccm 
Albumosenliésung mit 100g Albumosen. Weiter Salzsiure- 
oder Natriumhydroxydlésung und Wasser bis zu 3 ccm. Weiter 
1 ccm Natriumcyanidlésung mit 20 mg Natriumcyanid, gegen 
Neutralrot neutralisiert. Nach Erwirmung auf 45° wihrend 


Tabelle XXJ. 


Versuchsreihe mit Papain de Bussy und sekundiren Albumosen als 

Substrat. Jedes Rohrchen enthielt 2 cem Albumosenlésung mit 100 mg 

Albumosen, weiter Salzsiiure- oder Natriumhydroxydlésung und Wasser 

bis zu 3ecem, weiter 1 eem gegen Neutralrot neutralisierte Na- 

triumeyanidlésung mit 20 mg Natriumeyanid. Nach 7 Minuten bei 45° 

1 cem Papainlésung mit 50mg. Verdauungszeit 350 Minuten. Tempe- 
ratur 45°. Formoltitration. 








Normalitét der Inaktives Enzym ; . 
. ne : Aktives Enzym 
Nr. | Salzsiiure oder des / 
a ala all Verdauung 
Natriumhydroxyds Py | Verdauung’) 
1 0,1 n-HCl 1,5 192,2 160,2 
2 0,059 2.5 185,9 264,2 
3 0,030 3,5 189,1 319,1 
4 0,011 4,7 182,7 324,7 
5 0,002 5,8 182.7 311,4 
6 0,007 NaQH 22 175.0 286,7 
7 0,071 9,58 2t4,1 255,1 
. 0,139 11,00 196.8 195,7 
9 0,196 12,55 2224 190,5 











') Berechnet in Milligramm Formolstickstoff pro 100 ccm Albu- 
moselésung. 
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7 Minuten 1 ccm Papainlésung mit 50 mg Papain zugegeben. 
350 Minuten verdaut bei 45°. Dann wurde schnell abgekihlt, 
und gegen Lackmuspapier neutralisiert, 1 ccm neutralisierter 
Fo_mol zugegeben, und mit 0,1l-normal Natronlauge gegen 
Phenolphthalein bis zu dunkelroter Farbe titriert. Tab. XAI 
enthailt die Ergebnisse dieser Versuchsreihe mit sekundiiren 
Albumosen und Natriumeyanid. 
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Figur 13. Spaltungsgeschwindigkeit bei wechseladen Reaktionen von gelésten 
sekunddren Albumosen durch Papain de Bussy mit Natriumeyanid. 


A Beobachtete Kurve. B Blindkurve. C Um die Blindwerte korrigierte Verdauungskurve, 


Wie in allen Versuchsreihen mit geléstem KiweiB oder 
mit Albumosen wurde auch hier fir die Feststellung der 
Siure- und Alkaliwirkung die Papainlésung durch Erhitzen 
wiihrend 1 Stunde auf 115° inaktiviert. Fig. 13 stellt die Er- 
gebnisse dieser Versuchsreihe graphisch dar. beim Vergleichen 
dieser Figur mit Fig.9, die die Albumosenspaltung ohne Natrium- 
cyanid darstellt, sehen wir, da® die Blindkurve in den beiden 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVI. 21 
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FKiguren auf derselben Hohe liegt. Nur bei der gréBten 
Alkalinitit geht diese Kurve in der Cyanidversuchsreihe etwas 
mehr in die Héhe als in der Versuchsreihe ohne Cyanid. Wir 
fanden dasselbe in der Serumversuchsreihe mit Cyanid. Wenn 
wir dann weiter die beiden Verdauungskurven vergleichen, so 
finden wir wieder denselben Unterschied wie beim Vergleichen 
der beiden Serumkurven. Die Lage der optimalen Reaktion 
wird ohne und mit Cyanid bei demselben p, gefunden, die 
allerdings etwas gréBer ist als beim Serum; beim Serum fanden 
wir das Reaktionsoptimum bei p,, = 3,75, bei den Albumosen 
bei p,, etwa 4. Weiter finden wir bei der optimalen Reak- 
tion nur eine verhiltnismibig geringe Aktivierung durch das 
Natriumeyanid, die aber ebenso wie in der Serumversuchsreihe 
mit steigendem p,, zunichst stark zunimmt. In der Albu- 
mosenkurve wird zwar nicht ein zweites Maximum der Wir- 
kung beobachtet, aber der Verlauf bei steigendem p,, ist in 
der Cyanidkurve doch ganz anders als in der Kurve der 
Fig. 9. Dieser Verlauf der Cyanidverdauungskurve ist wieder 
vollkommen in Ubereinstimmung mit unserer oben auseinander- 
gesetzten Erklirungsweise. Auch die Albumosenspaltung durch 
Papain wird nicht von Blausiiure, sondern von Cyanionen 
aktiviert. Bei genauer Betrachtung der Verdauungskurve der 
Fig. 13 sieht man, daB durch die Aktivierung durch die Cy- 
anionen das Reaktionsoptimum, wegen der zunichst im Ver- 
gleich mit der Kurve der Fig. 9 zunehmenden Steigung, etwas 
nach rechts verschoben ist und bei etwa p,, = 4,25 liegt. 

Wir mochten die Hauptergebnisse unserer Versuche zum 
SchluB kurz zusammenfassen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Wirkung von Milchsaft von Carica Papaya auf 
Fibrin, Blutserumeiwei8 und sekundiire Albumosen ist studiert. 

2. Die Bemerkung von K. Waldschmidt-Leitz tber 
unsere Nichtbeachtung der Alkaliwirkung bei unseren Trypsin- 
versuchen wird zuriickgewiesen. 

3. Die Kurve der Abhiingigkeit der Papainwirkung auf Fibrin 
von der Reaktion zeigt ein erstes Maximum bei p,, = 2,5, ein 
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zweites bei p,,=etwa 11. Diese beiden Maxima sind vdllig 
analog dem Maximum der Pepsin- und dem der ‘T'rypsin- 
wirkung auf Fibrin wie sie von uns friiher gefunden sind. Die 
Wirkung vom Magensaft von Astacus fluviatilis zeigt ebenso 
ein. Maximum bei p,, = etwa 11. Die Papainwirkung auf 
Fibrin zeigt noch weitere kleinere Maxima, so eines bei 
py = etwa 4,5, welches Maximum auch bei der Wirkung auf 
KiweiS und Albumosen gefunden ist. Noch ein weiteres Maxi- 
mum haben wir gefunden bei Anwesenheit von Phosphat, das 
die Wirkung des Papains auf Fibrin kriftig aktiviert, bei 
Py = etwa 7.1) Diese verschiedenen Maxima werden von dem 
Zustande des Substrats (Reaktion, EinfluB von verschiedenen 
EKlektrolyten) und demjenigen des Enzyms abhingig gedacht. 

4, Es gelingt nicht, aus unserem Papainpraparat, das 
also eine kriftige Pepsin- sowie Trypsinwirkung auf Fibrin 
besitzt, ein pepsin- und trypsinihnliches Enzym zu isolieren. 
Wohl gelingt es, ein leicht wasserlésliches Praparat mit krif- 
tiger Pepsin- und Trypsinwirkung auf Fibrin darzustellen, das 
sich aber ganz anders verhilt, als eine Mischung von unseren 
reinsten Pepsin- und Trypsinpriiparaten. 

5. Die Wirkung unseres Papains auf BlutserumeiweiB 
und sekundire Albumosen wird mittels der Formoltitration 
studiert. Der Einflu&8 von Natriumcyanid auf die Alkohol- 
titration nach R. Willstitter und KE. Waldschmidt-Leitz 
wird besprochen. Bei der Wirkung auf SerumeiweiB wird nur 
eine optimale Reaktion gefunden, und zwar bei p,, = 3,75, 
bei der Wirkung auf Albumosen bei p,, = 4. 

6. Der Einflu8 von Natriumcyanid auf die Papainwirkung 
wird studiert. Es hat sich ergeben, daB die Aktivierung der 
Papainwirkung durch Natriumcyanid sowohl mit Fibrin als 
mit SerumeiweiB oder Albumosen als Substrat bei starker 
saurer Reaktion nicht merklich ist, bei steigendem p,, aber 
zunimmt, so daB die Fibrinlésung bei p, = 11 durch Cyanid 





) Not. bei der Korrektur: Wie wir jetzt genauer wissen bei 
etwa py = 0. Die Papainwirkung nimmt mit der Konzentration des 
Phosphats zu. In Phosphatlésungen wird kein Maximum bei py = 2,5 
oder 11 gefunden. 

21* 
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kriftig aktiviert wird. Ks wird angenommen, daB nicht die 
sehr schwache Blausiiure, die also bei saurer, ja sogar bei 
neutraler Reaktion kaum dissoziert ist, sondern die Cyanionen 
aktivierend wirken. Mit dieser Annahme sind die eigentiim- 
lichen Anderungen der Verdauungskurven von SerumeiweiB 
und Albumosen durch Natriumcyanid vollig in Ubereinstim- 
mung. Weil bei diesen Substraten die Papainwirkung bei 
starker Alkalinitat (p,,= 11) wieder nahezu unterdriickt ist, 
ist hier die Cyanidaktivierung bei starkerer Alkalinitat nicht 
wie beim Fibrin noch zu beobachten. 

7. Alle Versuche mit allen von uns verwendeten Sub- 
straten sind nicht unvereinbar mit der Annahme, daf in 
unserem Papain wesentlich ein einzelnes Enzym existiert und 
daB alle beobachteten Besonderheiten bei der KiweiByerdauung 
von dem Zustande des KEnzyms oder des Substrats ab- 
hangig sind. 
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